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Darin besteht das Wesen der Wissenschaft.
Zuerst denkt man an etwas, das wahr sein ko¨nnte.
Dann sieht man nach, ob es der Fall ist
und im allgemeinen ist es nicht der Fall.
Bertrand Russel (1872-1970) brit. Philosoph u. Mathematiker
III
Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit bescha¨ftigt sich mit der Identifizierung differenziell exprimierter
mikroRNAs (miRNAs) bei der akuten myeloischen Leuka¨mie (AML) und deren Funkti-
on in ha¨matopoetischen Zellen. MiRNAs sind endogen exprimierte, regulatorische RNAs,
die posttranskriptionell die Genexpression regulieren und bei der Tumorentstehung und
Tumorprogression eine Rolle spielen. Spezielle miRNAs wurden als Tumorsuppressoren
oder Onkogene beschrieben und als onkogene miRNAs (Onkomirs) bezeichnet. Anhand
von miRNA Expressionsmustern kann man maligne und gesunde Gewebe klassifizieren.
Im Rahmen der Arbeit wurde untersucht, (i) ob man anhand der miRNA Expression
zwischen normalen Vorla¨uferzellen und Zellen der AML diskriminieren kann, und (ii) ob
zytogenetisch definierte AML Subgruppen anhand von miRNA Expressionsmustern klas-
sifiziert werden ko¨nnen.
Anschließend wurden fu¨r Kandidaten-miRNAs in einer bioinformatischen Analyse Zielge-
ne bestimmt und bekannten intrazellula¨ren Signalwegen (Down-stream Regulatoren) zuge-
ordnet. In den Fokus der Untersuchungen ru¨ckte die miR-100 und die PI3K/Akt/mTOR-
Signalkaskade, welche U¨berleben, Wachstum und Proliferation von Zellen reguliert. Meh-
rere Gene dieses Signalweges besitzen potenzielle Zielsequenzen fu¨r die miR-100. Zur Vali-
dierung dieser potenziellen Zielgene wurden Immunoblots durchgefu¨hrt. Weiterhin wurde
die direkte miRNA:mRNA Bindung mittels Reportergen Assay bestimmt.
Eine funktionelle Analyse der miR-100 in ha¨matopoetischen Zellen zeigte einen deutlichen
Proliferationsnachteil dieser Zellen unter einer erho¨hten Expression der miRNA. Weiterhin
konnte besta¨tigt werden, dass diese Zellen sensitiver auf das Immunsuppressivum Rapa-
mycin reagieren als Kontrollzellen.
Vor dem Hintergrund, dass eine miRNA mehrere Zielgene innerhalb einer Signalkaskade
regulieren kann, scheint hier ein neuer potenzieller Therapieansatz gefunden. Durch die
gezielte
”
Steuerung“ eines Signalweges mit nur einer miRNA kann eine zusa¨tzliche medi-
kamento¨se Therapie unterstu¨tzt und gefo¨rdert werden. Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg
ko¨nnte so einen neuen therapeutischen Ansatz zur Behandlung von Leuka¨mien darstellen.
Schlagworte: Akute Leuka¨mie, mikroRNA, PI3K/Akt/mTOR-Signalweg
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Summary
This work deals with the identification of microRNAs (miRNAs) differentially expressed
in acute myeloid leukemia, as well as their functional analysis in hematopoietic cells.
MiRNAs are endogenously expressed, regulatory RNAs which regulate gene expression
post-transcriptionally. These small regulators play a role in oncogenic development and
progression. Several miRNAs are described as tumor suppressors or oncogenic miRNAs
(Oncomirs). Furthermore, expression of specific miRNAs is shown to correlate with
malignant or healthy tissues.
Initially miRNA expression profiles were analyzed to discriminate (i) between acute mye-
loid leukemia (AML) and normal progenitor cells and (ii) between cytogenetically defined
subgroups of AML and normal CD34+ cells.
Candidate miRNAs were analyzed by a bioinformatic screen for identification of target
genes and their involvement in intracellular signaling pathways (Down-stream regulators).
Further investigations focused on miR-100 and the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway,
which regulate cell survival, cell growth and proliferation. Many players of this pathway
are potential targets of miR-100. Immunoblots were used to validate these miRNA tar-
gets. In addition, reporter gene assays were performed to show the direct miRNA:mRNA
interaction.
Overexpression of miR-100 in some hematopoietic cell lines resulted in reduced prolifera-
tion. Furthermore, miR-100 overexpressing cells were more sensitive towards the immu-
nosuppressant drug rapamycin, as compared to control cells.
One miRNA may regulate many target genes within a signaling cascade and can function
as new therapeutic. Regulation of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway by miR-100
may offer a new therapeutic possibility for the treatment of leukemias.
Keywords: acute leukemia, microRNA, PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
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-7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Monosomie 7
AK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Antiko¨rper
ALL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Akute lymphatische Leuka¨mie
ALLN . . . . . . . . . . . . . . . . . N-Acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norleucinal
AML . . . . . . . . . . . . . . . . . . Akute myeloische Leuka¨mie
Amp . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ampicillin
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BrdU . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bromodeoxyuridine
BSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bovines Serum Albumin (engl.); Rinderserumalbumin
°C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Grad Celsius
CBF . . . . . . . . . . . . . . . . . . Core binding factor (engl.)
CD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cluster of Differentiation (engl.); Unterscheidungsgruppen
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C.elegans . . . . . . . . . . . . . . Caenorhabditis elegans
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CLL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Chronische lymphatische Leuka¨mie
CML . . . . . . . . . . . . . . . . . . Chronische myeloische Leuka¨mie
CMV . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cytomegalievirus
ctrl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Control (engl.); Kontrolle
ddNTP . . . . . . . . . . . . . . . . Didesoxyribonukleosidtriphosphat
DMEM . . . . . . . . . . . . . . . . Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Zellkulturmedium
DMSO . . . . . . . . . . . . . . . . Dimethylsulfoxid
DNA / DNS . . . . . . . . . . . Desoxyribonucleic acid (engl.); Desoxyribonukleinsa¨ure
DNase . . . . . . . . . . . . . . . . . Desoxyribonuklease
dNTP . . . . . . . . . . . . . . . . . Desoxyribonukleosidtriphosphate
dsDNA . . . . . . . . . . . . . . . . Doppelstra¨ngige DNA
dsRNA . . . . . . . . . . . . . . . . Doppelstra¨ngige RNA
DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . Dithiothreitol
ECL . . . . . . . . . . . . . . . . . . Enhanced chemiluminescence (engl.)
EDTA . . . . . . . . . . . . . . . . . Ethylendiamintetraacetat
ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . Enzyme linked immunosorbent assay (engl.); Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
EtOH . . . . . . . . . . . . . . . . . Ethanol
FACS . . . . . . . . . . . . . . . . . Fluorescence activated cell sorting (engl.); Durchflusszytometrie
FC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fold change (engl.); quantitativer Unterschied
FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fetal calf serum (engl.); fo¨tales Ka¨lberserum
FDR . . . . . . . . . . . . . . . . . . False discovery rate (engl.); Fehlerkorrektur
G-CSF . . . . . . . . . . . . . . . . Granulocyte colony stimulating factor (engl.)
GFP . . . . . . . . . . . . . . . . . . Gru¨nes fluoreszierendes Protein
GM-CSF . . . . . . . . . . . . . . Granulocyte/macrophage colony stimulating factor (engl.)
GTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . Guanosintriphophat
HDAC . . . . . . . . . . . . . . . . Histondeacetylase
HDACI . . . . . . . . . . . . . . . . Histondeacetylase-Inhibitor
IFN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interferon
IL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interleukin
inv(16) . . . . . . . . . . . . . . . . Inversion 16
IRES . . . . . . . . . . . . . . . . . . Internal ribosomal entry site (engl.); interne ribosomale Eintrittsstelle
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kb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Kilobasen
KM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Knochenmark
M-CSF. . . . . . . . . . . . . . . . . Macrophage colony stimulating factor (engl.)
MFI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Mean fluorescence intensity (engl.); mittlere Fluoreszenzintensita¨t
min . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Minute
miRNA . . . . . . . . . . . . . . . MikroRNA
MOI . . . . . . . . . . . . . . . . . . Multiplicity of Infection (engl.); Multiplizita¨t der Infektion
mRNA . . . . . . . . . . . . . . . . Messenger RNA (engl.); Boten-RNA
nd . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Not determined (engl.); nicht bestimmt
ns . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Nicht signifikant
nt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Nukleotide
LB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Lysogeny broth (engl.); Bakterienmedium
LNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . Locked nucleic acid (engl.); verbru¨ckte Nukleinsa¨ure
OAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . Oligoadenylatsynthetase
OD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Optische Dichte
ORF . . . . . . . . . . . . . . . . . . Open reading frame (engl.); offenes Leseraster
PAGE . . . . . . . . . . . . . . . . . Polyacrylamidgelelektrophorese
PBMNC . . . . . . . . . . . . . . . Peripheral blood mononuclear cells (engl.); mononuklea¨re Zellen des peripheren Blutes
PBS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Phosphate buffered saline; physiologischer Puffer
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1. Einleitung
1.1. RNA Interferenz
1.1.1. Geschichte der RNAi
RNA Interferenz (RNAi) ist ein natu¨rlicher hochkonservierter, posttranskriptioneller Me-
chanismus zur Beeinflussung der Genexpression einzelner Gene in eukaryotischen Zellen.
Im Laufe der Evolution entstand die RNAi als Schutzmechanismus des Genoms gegen
Angriffe von Viren oder anderen genetisch mobilen Elementen, wie z.B. Transposons [1].
Entdeckt wurde das Pha¨nomen der RNAi, als Forscher 1990 beabsichtigten die Blu¨ten-
farbe von Petunien durch zusa¨tzliche Kopien des Gens fu¨r Dihydroflavonol-Reduktase zu
verbessern. Das Ergebnis dieses Experimentes war unerwartet. Statt intensiveren Pinkto¨-
nen zeigten die Pflanzen verminderte Farben, einige waren sogar schneeweiß. Einige Jahre
spa¨ter konnte nachgewiesen werden, dass das Dihydroflavonol-Reduktase Gen auf tran-
skriptioneller Ebene abgeschaltet und die produzierte mRNA schnell abgebaut wird [2].
Pflanzen nutzen diesen Mechanismus, um die Virusreplikation nach einem Infekt zu hem-
men. Hierbei binden doppelstra¨ngige RNAs (dsRNAs) sequenzspezifisch an die Virus m-
RNA, welche dann zerschnitten wird. In Pilzen wurde ein a¨hnlicher Effekt, dass sogenann-
te Quelling beschrieben [3].
Im Jahre 1998 beschrieben A.Fire und C.Mello den Prozess der Gen-Stilllegung durch
dsRNA im Nematoden Wurm C.elegans. Sie entdeckten, dass weder die Injektion von sense
noch antisense RNA, jedoch von dsRNA eine effektive, sequenzspezifische Degradation
von cytoplasmatischer mRNA der gleichen Sequenz wie die dsRNA erzielen kann [4]. Im
Jahre 2006 wurde ihnen fu¨r diese Entdeckung der Nobelpreis verliehen. Heutzutage wird
die RNAi routinema¨ßig genutzt um Gene stillzulegen und so ihre Funktion im Genom zu
analysieren.
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1.1.2. Prinzip der RNAi
Im ersten Schritt des RNAi Mechanismus werden lange dsRNAs durch ein RNase III
Enzym namens Dicer in ca. 21 bis 25 nt lange small interfering RNA (siRNA) Duple-
xe geschnitten, die typische 2-nt U¨berha¨nge am 3’-Ende enthalten. Dicer entha¨lt eine
N-terminale ATP-Doma¨ne, zwei RNase III-Typ Doma¨nen und ein dsRNA Motiv. Die
siRNA Duplexe werden in den Multiprotein RNA-Induced Silencing Complex (RISC) ein-
gebunden. Am 5’-Ende unphophorylierte siRNAs werden vor diesem Prozess durch eine
endogene Kinase phosphoryliert, da die Phosphorylierung fu¨r eine Inkorporation in den
RISC zwingend erforderlich ist [5]. Nach diesem Schritt wird die siRNA mithilfe einer
Helikase unter ATP Verbrauch entwunden. Der sense-Strang wird degradiert. Der ther-
modynamisch stabilere Strang verbleibt am RISC und fu¨hrt diesen als antisense-Strang
zur komplementa¨ren mRNA-Zielsequenz (s. Abb. 1.1). RISC setzt sich aus Argonaute-
Proteinen zusammen, die alle eine PAZ und PIWI Doma¨ne enthalten. PAZ weist eine
Affinita¨t zur siRNA auf, die C-terminale PIWI Doma¨ne besitzt Endonukleaseaktivita¨t
und zerschneidet die Zielsequenz. Die Ziel-mRNA wird an nur einer einzigen Position im
Zentrum der Duplexregion gespalten, 10 nt vom 5’-Ende der siRNA entfernt [5]. Die m-
RNA Bruchstu¨cke werden schnell von Nukleasen abgebaut. Somit kann eine Proteinsyn-
these nicht mehr stattfinden.
Es gibt verschiedene Mediatoren des RNAi Prozesses. In ersten Experimenten von A. Fire
wurden ca. 200-1000 nt lange dsRNAs verwendet. Diese wurden mittels Mikroinjektion in
die Zellen von Nematoden injiziert und fu¨hrten zu einer Reduktion der mRNA und somit
zur Reduktion des entsprechenden Proteins [6]. Es konnte gezeigt werden, dass nur wenige
Moleku¨le notwendig sind, um diesen Effekt zu erzielen [7]. In Sa¨ugerzellen ist der Gebrauch
von langen dsRNAs jedoch problematisch, da die Zellen mit einer Interferonantwort auf die
Moleku¨le reagieren. Die Proteinkinase PKR und die 2’,5’-Oligoadenylatsynthetase (2’,5’-
OAS) werden aktiviert und regulieren IFN-β. Eine Aktivierung des Jak-Stat Signalweges
und eine global erho¨hte Expression von IFN-stimulierenden Genen sind das Ergebnis
[8]. Im Jahr 2002 konnte gezeigt werden, dass man die Interferonantwort durch kleine
RNA Moleku¨le umgehen kann. Mit einer Gro¨ße von ca. 25 nt sind diese zu klein, um die
Aktivierung von PKR und 2’,5’-OAS zu initiieren [9]. Der Nutzen solcher siRNAs ist in
tierischen Zellen beschra¨nkt, denn im Gegensatz zu C.elegans und Drosophila fehlen ihnen
die Mechanismen zur Amplifizierung und Erhaltung der siRNAs im Organismus. Einmal
in die Zelle injiziert, wird die siRNA durch die Proliferation aus den Zellen eliminiert.
Daher kann man nur transiente Effekte erzielen.
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Abbildung 1.1.: Der RNAi Mechanismus. shRNA und miRNA werden durch Dicer prozessiert. Syn-
thetische siRNAs werden direkt im RISC inkorporiert. Die Ziel-mRNA wird entweder degradiert oder die
Translation gehemmt. Vera¨ndert nach [10].
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Neben doppelstra¨ngigen siRNA (vgl. Abb. 1.1), ko¨nnen auch Polymerase III transkribierte
small hairpin RNAs (shRNA) den RNAi Prozess initiieren. Diese shRNAs sind meist ca.
50 nt lang und besitzen die typischen 2-nt 3’ U¨berha¨nge. Ein retro/lentiviraler Gentransfer
entsprechender Vektoren ermo¨glicht die stabile Integration in das Zielgenom. Mithilfe von
Vektoren, die eine vom Polymerase III (Pol III) Promotor exprimierte shRNA enthalten,
kann man den kurzzeitigen Effekt von siRNAs umgehen. Die shRNA entha¨lt einen der
Zielsequenz identischen Strang und ist u¨ber einen 9 bp Loop mit dem antisense-Strang
verbunden. Als Pol III Promotoren eignen sich H1 oder U6 Promotoren. Mittels dieser
Vektoren werden kleine RNAs in einem hohen Maß und ohne einen Poly-A-Schwanz ex-
primiert. Weiterhin enthalten diese Vektoren ein Terminierungssignal bestehend auf fu¨nf
Thymidinen in einer Kette (T5) [11], [12]. Durch die verwendeten Promotoren kann man
fu¨r viele Zelltypen eine hohe Aktivita¨t erzielen. Weiterhin ermo¨glichen diese Vektoren ei-
ne induzierbare Expression der siRNA durch z.B. Doxycycline abha¨ngige transkriptionelle
Regulierung [13].
Mittels ku¨nstlicher mikroRNAs (miRNA), die von Polymerase II Promotoren exprimiert
werden kann man ebenfalls den RNAi Prozess einleiten. Diese miRNAs werden im Kon-
text der miR30 oder miR155 Gene als Prima¨rtranskripte durch Polymerase II Promotoren
als mono- oder polycistronische Transkripte exprimiert [14]. Weiterhin besteht die Mo¨g-
lichkeit pri-miRNAs direkt u¨ber entsprechende Vektoren zu exprimieren. Dies erlaubt eine
gewebespezifische und induzierbare Expression reifer miRNAs.
Jeder der RNAi Mediatoren tritt an einer anderen Stelle in den RNAi Prozess ein (vgl.
Abb. 1.1). siRNAs werden direkt in die Zelle transfiziert und bedu¨rfen keiner weiteren
Prozessierung durch Dicer. Dadurch erzielt man schnell einen kurzzeitigen Effekt. Im Ge-
gensatz zur siRNA ko¨nnen sh/miRNAs durch viralen Gentransfer stabil im Zielgenom
exprimiert werden. Fu¨r eine vollsta¨ndige Prozessierung mu¨ssen die Transkripte den kom-
pletten RNAi Prozess durchlaufen.
1.1.3. mikroRNAs
Die Entdeckung der mikroRNAs (miRNAs) liegt mittlerweile fast zwanzig Jahre zuru¨ck.
V. Ambros und Kollegen entdeckten, dass das Gen lin-4, welches in die Larvenentwick-
lung von C.elegans involviert ist, nicht fu¨r ein Protein, sondern fu¨r eine 22 nt lange RNA
kodiert. Lin-4 wirkt als antisense translationaler Repressor von mRNAs, die fu¨r Protei-
ne des Larvenentwicklungs-Weges kodieren. Man fand heraus, dass lin-4 komplementa¨re
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Abschnitte zu Sequenzen der 3’UTR von lin-14 und lin-28 mRNAs besitzt. Dadurch kann
die kleine RNA u¨ber einen RNAi Mechanismus die Translation blockieren und so die
Bildung der Proteine Lin-14 und Lin-28 unterdru¨cken [15]. In den na¨chsten Jahren wur-
den immer mehr dieser kleinen miRNAs entdeckt. Neben der entwicklungspezifischen mi-
RNA lin-4 entdeckte man ein Reihe gewebespezifischer kleiner RNAs. Die miR-1 wird z.B.
vorwiegend im Gewebe des Gehirns exprimiert [16].
Abbildung 1.2.: miRNA Biogenese. Die pri-miRNA wird durch Drosha in die pre-miRNA prozessiert
und u¨ber Exportin-5 in das Zytoplasma transferriert, wo sie durch Dicer geschnitten wird. Nachdem eine
Helikase die miRNA:miRNA* Duplex entwunden hat, wird die reife miRNA in den RISC inkorporiert
und fungiert als translationaler Repressor. Vera¨ndert nach [17].
miRNAs liegen im Genom ha¨ufig als intergenische, eigensta¨ndige Transkriptionseinheit
vor. Ein geringerer Teil der miRNAs liegt in Intronregionen und wird zusammen mit den
entsprechenden Genen koexprimiert. Neben singula¨r vorliegenden miRNA gibt es ha¨ufig
polycistronisch angeordnete miRNA Cluster, die aus zwei oder mehr miRNAs bestehen.
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Diese a¨hneln sich ha¨ufig in ihrer Sequenz. Diese Art der genomischen Anordnung von mi-
RNA Genen ermo¨glicht eine koordinierte Funktion mehrerer miRNAs [18]. Viele miRNAs
sind hoch konserviert in verschiedenen Organismen.
Die Biogenese der miRNAs erfolgt u¨ber den RNAi Signalweg. Zuna¨chst wird die miRNA
im Nukleus durch eine RNA Polymerase II in ein Prima¨rtranskript (pri-miRNA) pro-
zessiert. Die nukleare RNase III Endonuklease
”
Drosha“ spaltet die pri-miRNA und es
entsteht eine Vorla¨ufer miRNA (pre-miRNA) mit Haarnadelstruktur (stem-loop). Drosha
erkennt innerhalb der pri-miRNA die Loop Region und schneidet das Prima¨rtranskript
in die ca. 60-70 nt lange pre-miRNA (vgl. Abb. 1.2). Diese besitzt am 5’-Ende ein Phos-
phat und am 3’-Ende einen 2-nt U¨berhang. Exportin 5 erkennt den 2-nt U¨berhang am
3’-Ende der pre-miRNA und transportiert diese mithilfe von Ran-GTP aus dem Kern in
das Zytoplasma [19]. Dort prozessiert eine weitere RNase III Endonuklease, Dicer, die pre-
miRNA in eine 20-24 nt lange miRNA:miRNA* Duplex (vgl. Abb. 1.2). Diese wird durch
eine Helikase entwunden. Der Strang, der eine schwa¨chere Hybridisierungsstruktur an den
5’-Enden ausbildet wird in den RISC inkorporiert [20] [21]. Im RISC inkorporiert leitet
die miRNA diesen Komplex zur Zielsequenz, welche sich meist in der 3’UTR der mRNA
befindet. Dort kann die miRNA auf zwei Weisen wirken. Bei nicht vollsta¨ndiger Kom-
plementarita¨t mit der Zielsequenz wird die Translation der mRNA unterdru¨ckt. Dies ist
der ha¨ufigste miRNA Wirkungsmechanismus in tierischen Zellen. Die Nukleotide 2-8 der
5’ Region der miRNA, die sogenannte Seed -Sequenz, sind der essentielle Bestandteil fu¨r
diesen Prozess [22]. Bei vollsta¨ndiger Komplementarita¨t kann die miRNA die Degradation
der mRNA einleiten. Dazu wird die mRNA zwischen den Positionen 10 und 11, ausgehend
vom 5’-Ende der miRNA, geschnitten und anschließend abgebaut. Dieser Mechanismus
wird ha¨ufig bei Pflanzen festgestellt (s. Kapitel 1.1.1).
Die wichtigste Datenbank fu¨r miRNAs ist die miRBase [23]. Die erste Version der miR-
Base erschien im Jahre 2002 mit 218 Eintra¨gen. Mittlerweile besteht die 14. Auflage und
beinhaltet weit u¨ber 10000 miRNAs aus 115 verschiedenen Spezies. Fu¨r das humane Ge-
nom sind u¨ber 1000 miRNAs geza¨hlt. Dieser rasante Anstieg in der Identifizierung von mi-
RNAs zeigt das Potenzial dieser kleinen Regulatoren. Weiterhin ko¨nnen miRNAs durch
die geringe Gro¨ße ihrer
”
regulatorischen Einheit“, der Seed -Sequenz, eine Vielzahl von
Gene regulieren. Dadurch wird die Komplexita¨t der miRNA Forschung erho¨ht.
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1.1.4. mikroRNAs und maligne Erkrankungen
Zur Charakterisierung und Klassifizierung maligner Erkrankungen kann man sich verschie-
dener Methoden bedienen. Ha¨ufig wird jedoch nach mRNA Expressionsprofilen klassifi-
ziert. Seit der Entdeckung der miRNAs und ihres starken Einflusses auf Zellproliferation,
-entwicklung und -differenzierung lag die Erforschung ihres Einflusses auf die Entstehung
und Entwicklung von Tumoren nahe.
Mithilfe einer Bead -basierten Profilierungsmethode analysierten Lu et al. 217 miRNAs in
334 Proben, unter denen sich verschiedenste maligne Erkrankungen befanden [24]. In die-
ser Analyse konnte eine allgemein niedrigere Expression von miRNAs im Tumorgewebe im
Vergleich zu gesundem Gewebe detektiert werden. Weiterhin konnten die Proben anhand
ihres miRNA Expressionsprofils nach Entwicklungslinie und Differenzierungsstatus sor-
tiert werden. Proben epithelialen Gewebes konnten z.B. deutlich von den u¨brigen Proben
abgegrenzt werden. Innerhalb einer Gruppe von 73 ALL Patienten konnte man anhand der
miRNA Expressionsprofile die verschiedenen Untergruppen BCR/ABL+, TEL/AML und
MLL klassifizieren. Auf diese Weise wurde eine wesentlich akkuratere Charakterisierung
der Tumore erzielt, als es mit mRNA Expressionsprofilen mo¨glich war.
miRNAs haben ein großes Informationspotenzial im Bezug auf maligne Erkrankungen.
Die globale Reduktion der miRNAs in malignen Erkrankungen reflektiert den Status der
zellula¨ren Differenzierung [24]. Nicht nur der Verlust, sondern auch erho¨hte miRNA Ex-
pressionen konnten in verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden. Eine Analyse der
miRNA Lokalisation zeigte, dass mehr als 50% der miRNAs in Regionen genetischer In-
stabilita¨t, sogenannten fragile sites, lokalisiert sind. Diese Regionen sind ha¨ufig in chro-
mosomale Vera¨nderungen wie Translokationen, Deletionen oder Amplifikationen involviert
(vgl. Tab. 1.1, S. 11) [25].
Tabelle 1.1.: Lokalisation verschiedener miRNAs in fragile sites, nach [25].
Chromosom Gro¨ße,Mb miRNA Cluster Histotyp
11q24.1 1.725 let7a-2/miR-100 Brust, Lunge, Eierstock Krebs
13q14.3 0.54 miR-15a/miR-16-1 B-CLL
13.q31.3 7.15 miR-17/miR-18a/miR-19a/miR-
20a/miR-19b-1/miR-92-1
Lymphom
9q22.32 1.45 let-7a-1/let-7f-1/let-7d
3q21.3 0.75 miR-26a Epithelialer Krebs
17q23 0.97 miR-21 Neuroblastom
17q22 miR-142 Prolymphozytische Leuka¨mie
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Viele miRNAs sind direkt an der Entstehung von malignen Erkrankungen beteiligt, an-
dere ko¨nnen als Tumorsuppressoren oder Onkogene wirken. Reguliert eine miRNA ein
Onkogen, wirkt diese als Tumorsuppressor. Durch Funktionsverlust der miRNA wird das
Onkogen, bzw. die zugeho¨rige mRNA nicht mehr reguliert. Dies resultiert in einer erho¨h-
ten Expression des onkogenen Proteins und fu¨hrt zum malignen Phenotyp. Calin et al.
analysierten die chromosomale Region 13q14, welche ha¨ufig durch eine Deletion in CLL
Patienten entfernt ist. Hierbei stellten sie fest, dass diese Region fu¨r kein Protein, jedoch
fu¨r ein polycistronisches miRNA Cluster der miRNAs miR-15a und miR-16-1 kodiert. Es
zeigte sich, dass dieses Cluster in 70% der CLL Patienten deletiert war [26]. Spa¨ter wurde
entdeckt, dass diese beiden miRNAs das Onkogen Bcl2, welches die Apoptose inhibiert,
regulieren [27]. Eine weitere Tumorsuppressor miRNA ist let-7. Durch Expression dieser
miRNA in Lungenkrebszellen wird deren Proliferation unterdru¨ckt [28]. Die let-7 reguliert
das Onkogen Ras. Durch den Funktionsverlust der miRNA wird Ras nicht ausreichend
kontrolliert und kann rezeptorunabha¨ngig wirken. Dies fu¨hrt zur unkontrollierten Prolife-
ration der Zellen [29].
Im Gegensatz zu diesen Tumorsuppressor miRNAs befindet sich das miR-17-92 Cluster auf
einer chromosomalen Region, die ha¨ufig in Lymphomen amplifiziert ist. Dies fu¨hrt zu einer
erho¨hten Expression der miRNA, die so als
”
Onkomir“ wirken kann. Als Zielgene des miR-
17-92 Cluster wurden die Tumorsuppressoren PTEN, p21 und Bim identifiziert. Eine zu
starke Regulierung dieser Gene durch die miRNAs schra¨nkt die Funktion der Tumorsup-
pressoren ein und das Tumorwachstum wird erleichtert [30]. Das miR-17-92 Cluster selbst
wird in der CML, durch die Onkogene BCR/ABL und c-Myc positiv reguliert [31], [32].
1.1.5. mikroRNAs und ihre Zielgene
MiRNAs binden als kleine nicht-kodierende RNAs im Zusammenspiel mit dem RISC-
Komplex an ihre Ziel-mRNA. Fu¨r die Degradation oder Hemmung der Translation an
der Zielsequenz, ist eine Komplementarita¨t von ca. 7-8 Nukleotiden zwischen miRNA und
Ziel-mRNA ausreichend. Diese Nukleotide befinden sich am 5’-Ende der miRNA und bil-
den die sogenannte Seed -Sequenz. Aufgrund dieser kurzen homologen Sequenz besitzen
die miRNAs die Mo¨glichkeit eine Vielzahl von Genen zu regulieren. Weiterhin sind bislang
u¨ber 10000 miRNAs fu¨r verschiedene Spezies in der miRBase registriert. Es gibt Vorher-
sagen, dass miRNAs u¨ber 30% der humanen Gene regulieren [33]. Dies macht die Suche
nach miRNA-Zielgenen sehr umfangreich. Daher sind verschiedene Programme entwickelt
worden, die u¨ber bestimmte Algorithmen nach Zielgenen suchen. Im wesentlichen sind die
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Programme a¨hnlich aufgebaut. So spielt bei allen bekannten Vorhersageprogrammen (Pic-
Tar, TargetScan, MicroCosm) die Bindung der Seed -Sequenz an die 3’UTR der mRNA
eine entscheidene Rolle. Die La¨nge der Seed -Sequenz fließt ebenfalls in die Berechnung von
sogenannten Bindingscores ein. Eine Bindung u¨ber 8 Nukleotide wird einer von 7 Nukleo-
tiden vorgezogen. Weiterhin berechnen viele Programme eine thermodynamische basierte
Modellierung der RNA:RNA Duplex. Ein weiterer wichtiger Punkt zur Vorhersage ist die
Konservierung der Zielsequenzen in orthologen Genen mehrerer Spezies [22]. Zur weite-
ren Zielgen Analyse erlauben viele Programme mittlerweile G:U-Wobbel Basenparungen,
welche jedoch negativ bewertet werden. Mehrere Bindungsstellen in der 3’UTR hingegen
werden positiv bewertet. Bei Programmen, die auf diesen Vorhersage-Agorithmen aufbau-
en, erha¨lt man im Allgemeinen 30-40% falsch positive Ergebnisse.
Eine Erweiterung dieser Vorhersage-Programme stellt RNA22 dar. Dieses Programm be-
ruht nicht mehr auf der Cross-Spezien Konservierung. Es analysiert mit einem komplizier-
ten Algorithmus statistisch signifikante Muster in der 3’UTR der Ziel-Sequenzen und sagt
dann miRNAs vorher, die in diesen Mustern binden ko¨nnen. Zusa¨tzlich ist die Faltungs-
energie der Heteroduplex ein entscheidendes Kriterium fu¨r die Vorhersage einer Zielse-
quenz. Weiterhin ist das Programm nicht mehr auf die 3’UTR Bindungsstellen beschra¨nkt,
sondern analysiert auch die kodierende Sequenz und die 5’UTR. Es bestehen keine Limi-
tierungen durch G:U Wobble Basenpaarungen oder der eigentlichen Seed -Sequenz, da man
bis zu 2 ungepaarte Basen in dieser zulassen kann [34].
1.2. Lentiviraler Gentransfer
Der retro-/ lentivirale Gentransfer ist in den letzten Jahren zu einem beliebten Werk-
zeug der stabilen Expression von Gene in Zellen geworden. Prinzipiell werden dazu virale
U¨bersta¨nde mit entsprechenden Vektoren in Helferzelllinien produziert. Die Zielzellen wer-
den dann mit diesen U¨bersta¨nden transduziert. Der Virus integriert in das Genom der
Zielzelle. Dadurch ko¨nnen die eingebrachten Gene stabil exprimiert werden. Durch diese
Methode kann ein weites Spektrum an Zellen infiziert und somit genetisch vera¨ndert wer-
den. Wa¨hrend Retroviren nur sich teilende Zellen infizieren ko¨nnen, haben Lentiviren die
Fa¨higkeit auch ruhende Zellen zu infizieren. Dadurch erreicht man ein weites Spektrum
an Zellen, das von einfachen ha¨matopoetischen Zellen bis hin zu Stammzellen reicht.
Lentiviren geho¨ren zur Klasse der Retroviren. Die drei
”
Hauptgene“ gag, pol und env
kodieren fu¨r die viralen Proteine. Diese Gene werden von der 5’LTR, dem Ψ- Verpa-
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ckungssignal und dem 3’LTR umgeben. Die Viren besitzen sogenannte Transaktivatoren,
die die Transkriptionseffizienz des LTR-Promotors erho¨hen. Tat (transactivator of trans-
cription) kodiert fu¨r solch einen Transaktivator, der an das TAR Element (transactivation-
responsive region) bindet und so eine verbesserte Elongation bewirkt. Ein weiterer Trans-
aktivator ist das rev Gen (regulator of expression of viron proteins). Es bindet an das
RRE (rev-responsive element). Dadurch wird die virale RNA bevorzugt prozessiert, mit
der Folge einer erho¨hten Expressionseffizienz. Weiterhin besitzen Lentiviren sogenannte
akzessorische Gene, vif, vpr, vpu und nef, deren Produkte die Regulation, Synthese und
Prozessierung der viralen RNA steuern [35].
Lentivirale U¨bersta¨nde werden durch eine transiente Co-Transfektion dreier Plasmide in
293 Zellen produziert: (i) ein Verpackungsplasmid, (ii) ein Hu¨llplasmid und (iii) ein Trans-
genplasmid (vgl. Abb.1.3, S. 14). Mit den Jahren haben sich die lentiviralen U¨bersta¨nde
Abbildung 1.3.: Aufbau des Verpackungsplasmids pCMV∆R8.91 und des Hu¨llplasmids pMD.G der
Lentiviren sowie schematischer Aufbau des Transgenplasmids S-miR30-miRNA-IEW. Vera¨ndert nach [17]
vera¨ndert und die Sicherheit wurde erho¨ht. Die erste Generation der Verpackunsplasmi-
de enthielt alle gag und pol Sequenzen, sowie die regulatorischen tat und rev Gene. Des
Weiteren enthielten diese Vektoren noch die akzessorischen Gene. Diese akzessorischen,
virulenten Gene wurden ohne Verlust an Infektionsfa¨higkeit bei der zweiten Generation
lentiviraler Vektoren entfernt. Dies erho¨hte die Sicherheit der Vektoren. Bei der dritten
Generation lentiviraler Vektoren wurde das rev Gen u¨ber ein separates Plasmid expri-
miert und die 5’LTR des transgenen Plasmids durch einen Tat-abha¨ngigen konstitutiven
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Promotor ersetzt. Zur weiteren Verbesserung der lentiviralen Vektoren wurden posttran-
skriptionell aktive Elemente, wie das WPRE (woodchuck hepatitis B post-transcriptional
regulatory element) in die transgenen Plasmide eingefu¨gt. WPRE kann die Genexpression
durch Modifizierung der Polyadenylierung, RNA Export und Translation erho¨hen. Fu¨r
die Pseudotypisierung, d.h. die Spezifita¨t der Viren fu¨r spezielle Zelltypen durch Interak-
tion der Virushu¨llproteine mit Zellmembranrezeptoren, hat sich das Glykoprotein VSV.G
bewa¨hrt. Es scheint mit einen ubiquita¨ren zellula¨ren Rezeptor zu interagieren und ermo¨g-
licht so die Transduktion eines weiten Spektrums an Zellen. Zudem stabilisiert VSV.G die
viralen Partikel gegenu¨ber mechanischer Beanspruchung [35].
1.3. Die Ha¨matopoese
Wa¨hrend der normalen Ha¨matopoese reifen die Nachkommen pluripotenter ha¨matopoe-
tischer Stammzellen im Knochenmark zu den verschiedenen Blutzellen heran. Aus der
ha¨matopoetischen Stammzelle entwickeln sich durch asymmetrische Teilung die Vorla¨ufer
fu¨r die myeloischen und lymphatischen Linien des Blutes.
Verschiedene Wachstumsfaktoren und linienspezifische Transkriptionsfaktoren steuern die
weitere Differenzierung in spezialisierte Blutzellen. Die Wachstumsfaktoren ko¨nnen die
Zelldifferenzierung auslo¨sen und die Reifung stimulieren. Weiterhin verhindern sie die
Apoptose und beeinflussen die Funktion reifer Zellen. Zu den Wachstumfaktoren za¨hlen
Kolonie-stimmulierende Faktoren wie GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimu-
lating factor), G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) und M-CSF (macrophage
colony stimulating factor). Weiterhin ko¨nnen Interleukine, Erythropoetin und SCF (stem
cell factor) die Ha¨matopoese steuern.
Die gemischte myeloische Vorla¨uferzelle differenziert in Erythrozyten, Thrombozyten, Mo-
nozyten, Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile und Basophile. Aus der lymphatischen
Vorla¨uferzelle reifen die B-Zellen, T-Zellen und natu¨rlichen Killerzellen [36]. Wa¨hrend
die pluripotente Stammzelle sich sta¨ndig selbst erneuert, haben die ausgereiften Zellen
des peripheren Blutes nur eine beschra¨nkte Lebensdauer, diese reicht von einigen Stun-
den (Granulozyten) u¨ber Tage (Erythrozyten) bis hin zu Jahren (memory-T-Zellen und
B-Zellen).
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Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung der Differenzierung der pluripotenten Stammzelle zu rei-
fen Blutzellen. CLP (gemeinsamer lymphatischer Vorla¨ufer), CMP (gemeinsamer myeloischer Vorla¨u-
fer), GMP (Granulozyten/Monozyten Vorla¨ufer), MEP (Megakaryozyten/Erythrozyten Vorla¨ufer), MkP
(Megakaryozyten Vorla¨ufer), ErP (Erythrozyten Vorla¨ufer) [37].
1.4. Leuka¨mie
1.4.1. Entstehung und Einteilung der Leuka¨mie
Als Leuka¨mie bezeichnet man bo¨sartige, klonale Erkrankungen des ha¨matopoetischen
Systems, die sich i.d.R. durch eine Akkumulation von Leukozyten und ihrer unreifen Vor-
la¨uferzellen auszeichnen. Aus einer abnormen Stammzelle kann im Knochenmark durch
einen Differenzierungsblock eine leuka¨mische Zellpopulation entstehen. Das Ausfallen ver-
schiedener Tumorsuppressoren und/oder die Aktivierung von Onkogenen fu¨hrt zu einem
Ungleichgewicht von Zellsterben und Zellneubildung. Durch eine verminderte Apoptose,
erho¨hte Proliferation und Blockade der Zelldifferenzierung sammeln sich unreife Blutzel-
len, sogenannte Blasten, im Ko¨rper an. Dies fu¨hrt zu einer Verdra¨ngung und dem Fehlen
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gesunder Zellen. Das Resultat sind typische Symptome wie die Ana¨mie, die durch eine Re-
duktion von Erythrozyten hervorgerufen wird, oder ha¨ufige Infektionen durch den Ausfall
funktionsfa¨higer Granulozyten. Leuka¨mien bilden im Gegensatz zu soliden Tumoren kei-
nen Zellverband. Die bo¨sartigen Zellen befinden sich im Knochenmark und im peripheren
Blut. Sie ko¨nnen andere Organe wie die Leber, Milz oder Lymphknoten infiltrieren [36].
Leuka¨mien werden klinisch in vier verschiedene Gruppen unterteilt. Basierend auf dem
Krankheitsverlauf und der Herkunft der malignen Zelle unterscheidet man zwischen aku-
ten und chronischen sowie lymphatischen und myeloischen Leuka¨mien. Akute Formen
zeichnen sich durch eine Akkumulation unreifer Zellen, die an einem bestimmten Punkt
einen Differenzierungsblock erfahren, aus. Chronische Leuka¨mien hingegen entstehen vor-
wiegend aus einer Ansammlung weitgehend ausgereifter Zellen im Blut, entweder mye-
loischer oder lymphatischer Herkunft. Akute Leuka¨mien sind durch starke Symptome
gekennzeichnet und verlaufen a¨ußerst aggressiv. Ohne Behandlung fu¨hren sie innerhalb
weniger Wochen zum Tod. Einige Formen der akuten Leuka¨mien sprechen sehr gut auf
eine gezielte Therapie an und die Patienten ko¨nnen geheilt werden. Chronische Leuka¨mien
werden meist zufa¨llig diagnostiziert, da anfangs kaum Symptome auftreten. Im Gegensatz
zu den akuten Leuka¨mien sind chronische Leuka¨mien jedoch schlechter zu heilen [36].
Durch morphologische, immunpathologische und gegebenenfalls molekular- und zytoge-
netische Untersuchungen kann man die verschiedenen Leuka¨mieformen weiter unterteilen
und behandlungsrelevante Risikogruppen identifizieren. Die akute myeloische Leuka¨mie
(AML) soll im Folgenden na¨her erla¨utert werden.
1.4.2. Akute Myeloische Leuka¨mie
Die akute myeloische Leuka¨mie ist eine der ha¨ufigsten Krebserkrankungen des Blutsystems
und mit ca. 33% aller Leuka¨mien die ha¨ufigste Form. Die Inzidenz dieser Erkrankung
steigt mit zunehmendem Alter an. Bei Kindern tritt die AML eher selten auf. Innerhalb
der AML unterscheidet man zwischen der prima¨ren AML, die sich de novo entwickelt
und der sekunda¨ren AML, die sich aus einer Vorerkrankung heraus oder deren Therapie
entwickelt. Dies kann z.B. ein Myelodysplastisches Syndrom sein. Eine sekunda¨re AML
kann auch nach einer Chemotherapie oder Bestrahlung entstehen.
Die AML la¨sst sich anhand genetischer, immunologischer und morphologischer Zellmerk-
male definieren. Sie wird nach der FAB-Klassifikation (French-American-British) morpho-
logisch in acht Untergruppen (M0-M7) unterteilt. Spezielle Chromsomenvera¨nderungen
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haben einen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. Die Translokation t(8;21) geho¨rt,
neben der Inversion inv(16), zu den sogenannten Core binding factor (CBF) Leuka¨mien.
Die Prognose dieser Formen ist im Allgemeinen gu¨nstig und das Ansprechen auf Cyta-
rabin sehr gut. Ungu¨nstige genetische Abweichungen fu¨r den Verlauf der Krankheit sind
mit einem Verlust des Chromosoms 7 (Monosomie 7) oder komplexen Vera¨nderungen
mehrerer Chromosomen assoziiert. Neben den chromosomalen Vera¨nderung haben auch
genetische Mutationen einen Einfluss auf die Prognose der AML. Zytogenetisch norma-
le AML enthalten somatische Mutationen wie z.B. interne Tandem Duplikationen (ITD)
oder Mutationen in Tyrosinkinase-Doma¨nen. Flt3/ITD Mutationen finden sich bei 20%
der AML Patienten. Die Mutation fu¨hrt zu einer konstitutiven Kinaseaktivita¨t von Flt3.
Weitere Signaltransduktionswege werden dadurch aktiviert. Dies resultiert in einer unkon-
trollierten Proliferation der Zellen [38]. Weitere Mutationen einer zytogenetisch normalen
AML ko¨nnen in den npm1, cebpa, nras oder wt1 Genen vorkommen. NPM1 spielt in vielen
zellula¨ren Prozessen, wie Zellwachstum und Differenzierung, eine Rolle. Es reguliert die
Aktivita¨t und Stabilita¨t des Tumorsuppressors p53. CEBPA ist ein Transkriptionsfaktor
und zentrales Moleku¨l der myeloischen Differenzierung. Ebenso wie CEBPA spielt WT1
in der Differenzierung myeloischer Zellen eine wichtige Rolle. Ein Funktionsverlust durch
Mutationen resultiert in einer unkontrollierten Proliferation und Differenzierung. Ha¨ufige
Mutationen dieser Gene sind Insertionen oder Deletionen [38].
Das Fusionsprotein AML1/ETO ist das Resultat einer Translokation t(8;21). AML1 ist
Transkriptionsfaktor verschiedener ha¨matopoetischer Gene. Das Fusionsprotein fu¨hrt zu
einer vera¨nderten Transkription dieser Gene. Dadurch entstehen abnormale Monozyten
mit erho¨hter zytoplasmatischer Granulozyta¨t [39].
1.5. Mammalian Target of Rapamycin
Die Serin/Threonin Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), wurde 1994 erst-
mals als
”
Ziel von Rapamycin“ (target of rapamycin) beschrieben [40] [41]. Es ist ein
289 kDa großes Protein, welches in unterschiedlichen Proteinkomplexen vorliegt. Diese
regulieren Zellwachstum, Zellproliferation und U¨berleben sowie die Proteinbiosynthese.
mTOR besteht aus einer katalytischen Kinase Doma¨ne, einer FKBP12/Rapamycin Bin-
dungsdoma¨ne (FRB) und einer Repressor Doma¨ne. Am N-Terminus besitzt mTOR 20
HEAT Wiederholungen (Huntington, EF3, PP2A, TOR1). Diese HEAT Wiederholun-
gen sind in Protein-Protein Interaktionen involviert. C-terminal befinden sich die FAT
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Abbildung 1.5.: Schematischer Aufbau von mTOR. Vera¨ndert nach [42].
(FRAP,ATM,TRAP) und FATC (FAT C-Terminus) Doma¨nen (vgl. Abb. 1.5). Deletion ei-
ner einzigen Aminosa¨ure in diesem Bereich fu¨hrt zur kompletten Inaktivierung von mTOR.
FAT und FATC interagieren zusammen und formen eine Konfiguration fu¨r mTOR, die
zur Freilegung der katalytischen Doma¨ne dient. Das C-terminale Ende von mTOR weist
eine starke Homologie zur katalytischen Doma¨ne von PI3K auf [42].
1.5.1. Die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade
Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg wird durch eine Reihe verschiedener zellula¨rer Signale
gesteuert. Dies ko¨nnen mitogene Wachstumsfaktoren, Hormone, wie Insulin oder Na¨hr-
stoffe, wie Glukose und Aminosa¨uren sein. Ebenfalls beeinflussen Stress und Energiege-
halt diesen Signalweg [43] [44] [45]. Der gesamte PI3K/Akt/mTOR-Signalweg wird u¨ber
Rezeptoren in der Zellmembran gesteuert. IGFR (insulin-like growth factor receptor),
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) und EGFR (epidermal growth factor
receptor) werden durch oben genannte Stimuli aktiviert und leiten die Signale direkt an
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) weiter. Eine Stimulierung des Signalweges durch Insulin
aktiviert die Insulin Rezeptor Tyrosinkinase, welche IRS1/ IRS2 (insulin receptor substrate
1/2 ) phosphoryliert.
PI3K besteht aus einer katalytischen (p110) und einer regulatorischen (p85) Einheit. Es
wurden verschiedene Untereinheiten identifiziert (p110α, p110β, p110δ, p110γ sowie p85α
und p85β). Weiterhin fungiert eine p101 Untereinheit als regulatorische Einheit mit p110γ.
Mit einer der beiden SH2 (src-homology-2 ) Doma¨nen der p85 regulatorischen Einheit
bindet PI3K phosphoryliertes IRS und aktiviert die katalytische Untereinheit p110. Im
na¨chsten Schritt phosphoryliert PI3K die D3 Position des Inositol Ringes von membrange-
bundenen PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) zum PIP3 (phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate) [47].
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Abbildung 1.6.: U¨bersicht u¨ber die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade. Vera¨ndert nach [46].
PIP3 bindet die PH (pleckstrin homology) Doma¨ne der Serin/Threonin Kinasen Akt (v-akt
murine thymoma viral oncogene homolog ). PDK-1 (3-phosphoinositide dependent protein
kinase-1 ) phosphoryliert Akt an Thr308 nach Bindung von PIP3 an die PH-Doma¨ne.
Fu¨r eine vollsta¨ndige Aktivierung von Akt ist jedoch zusa¨tzlich die Phosphorylierung
an Ser473 notwendig. Verantwortlich hierfu¨r ist PDK-2, heute bekannt als mTORC2, ein
Komplex aus mTOR, Rictor, mLST8, mSIN1, PROTOR und DEPTOR [48] (s. Abb. 1.6).
Die genauen Funktionen aller Bestandteile dieses Komplexes sind unklar.
Akt fo¨rdert das Zellu¨berleben durch Inhibierung der Apoptose. Es phosphoryliert und
inaktiviert mehrere Zielproteine wie Bad, c-Raf, Caspase-9 und Forkhead Transkriptions-
faktoren (FOXO1, FOXO3A, FOXO4). Unphosphoryliertes FOXO ist im Nukleus loka-
lisiert und induziert die Transkription von Zielgenen, die vorwiegend in Zellzyklus- und
Apoptoseprozesse involviert sind. Die Phosphorylierung der FOXOs durch Akt formt ei-
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ne Bindungsstelle fu¨r 14-3-3 Chaperon Proteine. Dies fu¨hrt zum aktiven Transport der
FOXOs in das Zytoplasma und zur proteosomalen Degradation [49] [47].
Im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg spielt Akt eine zentrale Rolle. Es kann mTOR, im
Rapamycin-sensitiven Komplex mTORC1, direkt u¨ber Phosphorylierung an Ser2448 akti-
vieren [50]. Dieser Komplex setzt sich, neben mTOR aus den Proteinen Raptor, mLST8,
PRAS40 und DEPTOR zusammen. PRAS40 wird ebenfalls durch Akt phosphoryliert
und fungiert als negativer Regulator des Komplexes [51]. Weiterhin phosphoryliert Akt
den Tuberin/Hamartin Komplex bestehend aus TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis 1/2 ),
einen Inhibitor von mTOR, und inaktiviert ihn dadurch. Die inhibitorische Wirkung von
TSC1/TSC2 auf mTOR beruht auf der GTP-Hydrolyse von Rheb (Ras homolog enriched
in brain), welches so inaktiviert wird. Eine Aktivierung von mTOR findet nicht statt [42]
(s. Abb. 1.6).
mTORC1 reguliert u¨ber die Phosphorylierung von 4E-BP1 (eukaryotic translation initia-
tion factor 4E binding protein 1 ) und p70S6K (ribosomal protein S6 kinase, 70kDa) die
Translation (s. Abb. 1.6). In der unphosphorylierten Form bindet 4E-BP1 an eIF4E (eu-
kayotic translation initiation factor-4E ). eIF4E ist die mRNA Cap-Bindungs-Untereinheit
des eIF4F Komplexes (eukaryotic translation initiation factor 4F ), welcher zusa¨tzlich
eIF4G (eukaryotic translation initiation factor 4 gamma) und eIF4A (eukaryotic trans-
lation initiation factor 4A) beinhaltet. Durch die Dissoziation von eIF4E aus dem eIF4F
Komplex verliert dieser seine Funktion und die Cap-abha¨ngige Translation wird unter-
bunden [42]. Die Hyperphosphorylierung von 4E-BP1 durch mTORC1 unterbindet die
Bindung an eIF4E und die Cap-abha¨ngige Translation wird gefo¨rdert. Die Cap-abha¨ngige
Translation ist oft mit Transkripten assoziiert, deren Translationsprodukte den Zellzy-
klus und die Proliferation in der G1/S Phase des Zellzyklus kontrollieren. Hierzu geho¨ren
c-Myc und Cyclin-D1.
Die p70S6K Serin/Threonin Kinase phosphoryliert das S6 Protein der 40S ribosomalen
Untereinheit und kontrolliert die Translation von 5’ TOP (Terminal Oligopyrimidine)
mRNAs. Diese 5’ TOP mRNAs kodieren vorwiegend fu¨r ribosomale Proteine oder Elon-
gationsfaktoren. Eine Phosphorylierung der p70S6K durch mTORC1 resultiert in einer
erho¨hten Translation von translations-assoziierten Proteinen [52].
Durch eine negative Feedback -Regulierung der PI3K, wird diese unter aktiviertem
mTORC1 gehemmt. Eine Inhibierung von mTORC1 reduziert diesen inhibitorische Feed-
back -Mechanismus, der von p70S6K u¨ber IRS1 reguliert wird. Dadurch wird das PI3K
Signal versta¨rkt [53]. Akt wird dann vermehrt an Thr308 und Ser473 phosphoryliert. Die
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Gru¨nde fu¨r die Phosphorylierung an Ser473 nach PI3K Aktivierung durch mTORC2 sind
noch unklar [48].
1.5.2. Die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade und maligne
Erkrankungen
Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg u¨bt durch die Regulation der Translation einen star-
ken Einfluss auf die Proliferation von Zellen aus und steht ha¨ufig im Zusammenhang
mit verschiedenen malignen Erkrankungen. Viele upstream Regulatoren von mTOR sind
oft in verschiedenen Krebserkrankungen mutiert. Bei diesen Erkrankungen treten Loss-
of-function Mutationen von PTEN (phophate and tensin homolog) etwa in der gleichen
Ha¨ufigkeit wie p53 Mutationen auf. Aktiviertes PTEN reguliert negativ PIP3 und kontrol-
liert so die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade. Vor allem in ha¨matologischen Malignomen
wird ha¨ufig eine Phosphorylierung von PTEN, mit der daraus resultierenden Inaktivierung
des Proteins, beobachtet [54]. Dies wiederum fu¨hrt zu einer erho¨hten Akt Phosphorylie-
rung. Aktiviertes Akt wird in ca. 50% aller de novo AML Erkrankungen detektiert und
ist mit einer schlechten Prognose assoziiert [55]. AML Zellen zeigen ha¨ufig eine autokrine
Sekretion von IGF-1. Dies fu¨hrt zur Stimulierung des IGF-1R (insulin-like growth factor 1
receptor) und somit zur Aktivierung von PI3K [49]. PI3K reguliert NF-κB. Der ubiquita¨re
Transkriptionsfaktor wird mittlerweile mit einer Reihe maligner Erkrankungen assoziiert.
Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Inhibierung von PI3K mit dem spezifischen Inhibitor
LY294002 in AML Patienten zu einer Rekonstitution der p53 Aktivita¨t fu¨hren kann [56].
Sehr ha¨ufig stehen Mutationen in den Genen fu¨r PI3K und Akt im Zusammenhang mit
Krebserkrankungen. Eine konstitutive Akt1 Aktivierung resultiert aus einer Mutation
in seiner PH-Doma¨ne [49]. Als indirekter Regulator des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges
spielt Ras eine wichtige Rolle. Fu¨r dieses Proto-Onkogen wurden in ca. 30% aller Tumo-
re Punktmutationen identifiziert, die zu einer konstitutiven Ras-Aktivita¨t und somit zur
unkontrollierten Proliferation von Zellen fu¨hren [42].
Bei der prima¨ren AML kann der mTORC2 Komplex aktiviert sein und tra¨gt u¨ber die
Phosphorylierung von Akt an Ser473 zu einer Aktivierung des Signalweges bei [49]. In
einer kleinen Studie konnte gezeigt werden, dass die Ser473 Phosphorylierung von Akt
in 3 von 5 Patienten nach Temsirolimus Behandlung und in 6 von 8 Patienten nach
Everolimus Behandlung reduziert ist [57].
Die Mechanismen der Aktivierung des mTORC1 Komplexes in Krebserkrankungen sind
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nicht ganz gekla¨rt. So zeigten in einer Untersuchung ca. 50% der AML eine mTORC1 Akti-
vierung, jedoch keine PI3K/Akt Aktivierung [58]. Die Src-Kinase Lyn reguliert mTORC1.
In einigen leuka¨mischen Zellen ist diese phosphoryliert und aktiviert mTORC1 [59]. Der
genaue Einfluss vom mTOR auf ha¨matopoetische Erkrankungen ist jedoch nicht gekla¨rt.
mTOR spielt bei der Entstehung solider Tumore eine Rolle. Im Nierenzellkarzinom (RCC)
hat mTOR einen Einfluss auf Angiogenese Signalwege, welche ha¨ufig aktiviert sind. Muta-
tionen und Expressionverlust des Hippel-Lindau Gens (vhl) treten ha¨ufig im RCC auf. Ein
Verlust von VHL resultiert in einer Akkumulation von HIF-1α. mTOR reguliert ebenfalls
die Synthese von HIF-1α. Wenn ein Verlust der VHL Funktion sich mit einer U¨berexpres-
sion von mTOR u¨berschneidet, werden Angiogenesefaktoren wie VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) und PDGFβ (paletet derived growth factor β) u¨berexprimiert [60].
mTOR hat einen Einfluss auf den Zellzyklusablauf durch die Regulation der Cap-
abha¨ngigen Translation. Dadurch werden c-Myc und Cyclin D1 als Zellzyklusregulatoren
gesteuert [42]. Cyclin D1 ist ein Protein, das fu¨r die Aktivierung der cyclinabha¨ngigen
Kinasen 4 und 6 verantwortlich ist. Diese Enzyme sorgen dafu¨r, dass die Zellen den kriti-
schen G1/S-Restriktionspunkt des Zellzyklus passieren.
1.5.3. mTOR-Inhibitoren
Rapamycin ist ein Makrolid-Antibiotikum und wurde 1965 entdeckt, als man Bodenpro-
ben der Osterinseln (Rapa Nui) untersuchte. Es wurde aus Streptomyceten Streptomyces
hygroscopius isoliert. In Ma¨usen wurden dem Antibiotikum erstmals 1977 immunsuppres-
sive Eigenschaften nachgewiesen [61]. Rapamycin arretiert T-Zellen, durch eine Blockade
vieler Signaltransduktionswege, in der G1-Phase des Zellzyklus [62]. In tierischen Zellen
bindet Rapamycin mit nanomolarer Affinita¨t an das FK506-binding protein FKBP12 und
kann so als Drug-Rezeptor Komplex mit mTOR interagieren [63]. Dies fu¨hrt zur Dephos-
phorylierung und Inaktivierung der p70S6K. Ebenfalls resultiert eine Inhibierung von
mTOR durch Rapamycin in einer Dephosphorylierung von 4E-BP1. Durch diese Mecha-
nismen blockiert Rapamycin die Proteinbiosynthese und induziert einen Zellzyklus-Stop
in der G1-Phase. Das letztere Pha¨nomen wird auch auf die Regulierung der Bildung von
Cyclin D1 durch mTOR zuru¨ckgefu¨hrt [47]. Die genaue Funktionsweise von Rapamycin
ist bis heute nicht ganz gekla¨rt. Es wird vermutet, dass der FKBP12/Rapamycin Komplex
die Dissoziation von Raptor und mTOR begu¨nstigt [64]. Daher beeinflusst Rapamycin nur
die Funktion von mTORC1.
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Neben Rapamycin gibt es mittlerweile weitere
”
Rapaloge“ wie Temsirolimus oder Evero-
limus (RAD001), die sich durch eine verbesserte Stabilita¨t auszeichnen. Zur Behandlung
der AML sind diese Rapaloge jedoch wenig effektiv und induzieren nur geringe Raten an
Apoptose. Diese Ineffizienz von Rapalogen kann durch die Induktion der PI3K Aktivi-
ta¨t nach mTORC1 Inhibierung erkla¨rt werden. Der negative Feedback -Mechanismus von
mTORC1, bzw. p70S6K zu IRS1 resultiert in einer Aktivierung von PI3K und somit in
einer erho¨hten Akt Phosphorylierung an Ser473 (vgl. Abb. 1.6, S. 20) [49]. Aus diesem
Grund wurde ein dualer PI3K- und mTOR-Inhibitor, PI-103, entwickelt. Dieser induziert
in Blastzellen und unreifen leuka¨mischen Zellen Apoptose [65].
Die zweite Generation von mTOR-Inhibitoren, sogenannte TORKinhibs, wirken gezielter
als die Rapaloge. Durch Bindung an die katalytische Doma¨ne von mTOR konkurrieren die-
se mit ATP und inhibieren die Kinaseaktivita¨t von mTOR. Dadurch kann man mTORC1
und mTORC2 inhibieren und so den Feedback -Mechanismus kontrollieren. Torin1 und
PP242 geho¨ren zu diesen TORKinhibs [48].
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1.6. Zielsetzung
Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung differenziell exprimierter miRNAs
• bei der akuten myeloischen Leuka¨mie im Vergleich zu normalen Vorla¨uferzellen.
• bei zytogenetisch definierten Subgruppen der akuten myeloischen Leuka¨mie und
CD34+ Zellen von Normalspendern.
In einer bioinformatischen Analyse sollen dann
• die Zielgene der miRNAs mittels verschiedener Programme bestimmt werden.
• die gefundenen Zielgene intrazellula¨ren Signalwegen zugeordnet werden.
Im letzten Teil der Arbeit sollen die gefundenen potenziellen Zielgene mittels Western Blot
Analysen und Reporter Assays validiert werden. Weiterhin soll der Einfluss der miRNA
auf die Signalwege na¨her analysiert werden.
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2.1. Materialien
2.1.1. Antibiotika
Bezeichnung Qualita¨t Hersteller
Ampicillin Natriumsalz ≥99%, fu¨r die Molekularbiologie und Biochemie ROTH
Ciprofloxacin ≥98% Sigma
Penicillin / Streptomycin, 100× 10000 U / ml Penicillin, 10000 µg / ml
Streptomycin
Gibco
2.1.2. Antiko¨rper
Antiko¨rper Hersteller
Akt2 (D6G4) Cell Signaling
α-Tubulin (DM1A) Cell Signaling
β-Actin (13E5) Cell Signaling
donkey anti-goat IgG-HRP SantaCruz
donkey anti-mouse IgG-HRP SantaCruz
donkey anti-rabbit IgG-HRP SantaCruz
FRAP (N-19) SantaCruz
hSNF2h (H-300) SantaCruz
PI3-Kinase p85α BD Transduction Laboratories
PI3-Kinase p110δ Abcam
Raptor (24C12) Cell Signaling
Rictor (53A2) Cell Signaling
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2.1.3. Bakterien
Stamm Anbieter
E. coli Top10 Invitrogen
E. coli XL1 Blue Invitrogen
2.1.4. Chemikalien
Substanz Qualita¨t Hersteller
Acrylamid 40% Biorad
Agarose Biozym
Ammoniumpersulfat (APS) ≥98% Gibco-BRL
Borsa¨ure Merck
Calciumchlorid ≥99% Merck
Calpain Inhibitor I (ALLN) Sigma
Chloroform Merck
Chloroquin Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) ≥99,7% Merck
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen
Ethanol, absolut ≥99,8%, p. a. J.T. Baker
Ethidiumbromidlo¨sung (3,8-Diamino-5-Ethyl-6-
Phenylphenanthridinium-Bromid)
1%-Lo¨sung Sigma
Ethylendiamintetraacetat, Natriumsalz (EDTA) analytical grade SERVA
Glukose BD
Glycerin ≥99,5% Merck
Glycin ≥99,7% Merck
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsa¨ure (HEPES)
≥99,9% Sigma
Hefe-Extrakt BD
Isopropanol ≥99,8%, p. a. J.T.Baker
Kaliumchlorid Merck
Magermilchpulver fu¨r die Mikrobiologie Merck
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Merck
Methanol ≥99,9%, p. a. J.T.Baker
MG-132 Merck
Natriumacetat Sigma
Natriumbutyrat Merck
Natriumchlorid Sigma
Natriumdeoxychalat Sigma
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Substanz Qualita¨t Hersteller
Natriumdodecylsulfat (SDS ultra pure) 10% Gibco
Natriumfluorid ≥99,9% Sigma
Natriumhydrogenphosphat ≥99,5% Merck
Natriumorthovanadat ≥90% Sigma
Natronlauge Merck
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ≥99,0% Sigma
Poly-L-Lysin Sigma
Polybrene Sigma
Propidumiodid (PI) ≥95,0% (HPLC) Sigma
Protease Inhibitor Cocktail Set III Calbiochem
RAD001 Novartis
Rapamycin ≥95% Sigma
Salzsa¨ure Merck
Sephadex G50 Sigma
Tetramethylethylendiamin(TEMED) Merck
Tetra-Natriumpyrophosphat (TSPP) Sigma
Trichostatin A Sigma
Tricine ULTROL Grade Calbiochem
tris(Hydroxymethyl)aminomethane (Tris-Base) Calbiochem
Tris-HCl pH 7,5 Gibco
Triton X-100 Sigma
Trypanblau 0,4% Sigma
Trypsin-EDTA 0,5%, 5,3 µM Gibco
Trypton BD
Tween 20 Merck
Wasser HPLC-Qualita¨t Merck
2.1.5. Desinfektionsmittel
Desinfektionsmittel Einsatzgebiet Hersteller
Bacillol Fla¨chen, Gera¨te Bode
Dismozon pur S1 Flu¨ssigkeitsabfall Bode
Incidin Fla¨chen, Gera¨te ecolab
Incidin perfect Fla¨chen, Gera¨te (nach Arbeiten mit stabilen
VSV.G pseudotypisierten Viren)
ecolab
Sterillium Ha¨ndedesinfektion Bode
Sterillium virugard Ha¨ndedesinfektion (nach Arbeiten mit stabilen
VSV.G pseudotypisierten Viren)
Bode
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2.1.6. Enzyme
Enzym Hersteller
Alkalische Phosphatase Roche
BamHI New England Biolabs
BglII New England Biolabs
DNase I New England Biolabs
EcoRI New England Biolabs
Klenow Enzym New England Biolabs
M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen
MultiScribe Reverse Transkriptase Applied Biosystems
NotI New England Biolabs
SacII New England Biolabs
T4 Polynukleotid Kinase New England Biolabs
T4 DNA Ligase New England Biolabs
XhoI New England Biolabs
2.1.7. Gebrauchslo¨sungen
Lo¨sung Hersteller
5×First-Strand Buffer Invitrogen
10×RT Buffer Applied Biosystems
ATP, 10mM New England Biolabs
Bradford Reagenz Biorad
BSA New England Biolabs
DNA Ladder Roche
dNTP Mix, 100mM Applied Biosystems
Hi-DiTM Formamide Applied Biosystems
LipofectamineTM 2000 Invitrogen
NuPage LDS Sample Buffer (4×) Invitrogen
NuPage Sample Reducing Agent (10×) Invitrogen
PBS Gibco
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) Invitrogen
Precision Plus Protein Standard Biorad
RNase Inhibitor Applied Biosystems
RNAse Zap Ambion
SYBR Green PCR Master Mix, 2× Applied Biosystems
T4 DNA Ligase Puffer, 10× New England Biolabs
T4 PNK Puffer, 10× New England Biolabs
Taqman Universal PCR Master Mix, 2× Applied Biosystems
TRIzol Reagent Initrogen
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2.1.8. Gera¨te
Gera¨t Typ Hersteller
-80 °C Gefrierschrank -85 °C Ultralow NuAire
Autoklav Getinge
Bioanalyzer Agilent 2100 Agilent Technologies
Blotmodul X Cell SureLock Invitrogen
Brutschrank Bakterien Omnilab
Brutschrank (mit CO2 Begasung) Heraeus
Durchflusszytometer FACS Calibur BD
Eismaschine Ziegra Eismaschinen
elektrische Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Bioscience
Elektrophoresekammer Biorad
ELISA-Reader Mithras LB940 Berthold Technologies
Fluoreszensmikroskop Eclipse TE 300 Nikon
Gefrierschrank (−20 °C) Premium Liebherr
Gel-Dokumentationssystem G:Box Syngene
Gelsystem fu¨r Proteingele (1 mm) Mini-PROTEAN Biorad
Heiz- und Magnetru¨hrer MR3002 Heidolph
Heizblock Abimed
Heizblock mit Vortexfunktion Thermomixer comfort Eppendorf
Imaging System VersaDoc 3000 Biorad
Ku¨hlschrank Liebherr
Mehrkanalpipette (8-Kanal, 5 - 100µl) eppendorf research Eppendorf
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
N2-Tank Linde
Netzgera¨t (Agarosegele) Consort E815 Consort
Netzgera¨t (Proteingele) Power Pac HC Biorad
Photometer Gene Quant II Pharmacia Biotech
Pipette 0,1 - 2,5µl eppendorf research Eppendorf
Pipette 1,0 - 10,0µl eppendorf research Eppendorf
Pipette 10 - 100 µl eppendorf research Eppendorf
Pipette 100 - 1000 µl eppendorf research Eppendorf
Pipette 20 - 200 µl eppendorf research Eppendorf
Real-Time PCR System 7500 Fast / StepOne Plus Applied Biosystems
Schu¨ttelinkubator Thermoshake Gerhardt
Sequenzierer 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems
Spektralphotometer NanoDrop 1000 peqLab
sterile Werkbank HERA safe Kendro
Thermocycler GeneAmp PCR System
9700
Applied Biosystems
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Gera¨t Typ Hersteller
Tischzentrifuge Galaxy 140 VWR
Tischzentrifuge, ku¨hlbar Centrifuge 5415R Eppendorf
Vortexer Reax top Heidolph
Waage Satorius
Zellza¨hlgera¨t AcT Beckman Coulter
Zentrifuge, ku¨hlbar GS6KR centrifuge Beckman
Zentrifuge, ku¨hlbar Multifuge 1.0R Heraeus
Zentrifuge, ku¨hlbar Multifuge 1SR Heraeus
2.1.9. Komplettsysteme
Kit Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano Reagents Agilent Technologies
ECL Western Blotting Detektion Amersham
BigDye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche
Clean-up of Sequencing Reactions Macherey-Nagel
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega
peqGOLD HP Plasmid Midiprep Kit peqLab
peqGOLD HP Plasmid Miniprep Kit peqLab
peqGOLD XChange Plasmid Maxi Kit peqLab
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
TaqMan MicroRNA Assay Applied Biosystems
Venor GeM Mykoplasmen Detektions Kit Minerva Biolabs
2.1.10. Medien
Medium Hersteller/Zusammensetzung
DMEM Gibco
FCS Gibco
LB Agar Invitrogen
LB Broth Base Invitrogen
RPMI-1640 Gibco
SOB 2% Trypton(w/v), 0,5% Hefe-Extrakt (w/v), 10 mM NaCL, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCl2 pH 7
SOC SOB-Medium, 20 mM Glukose
TP 10 mM HEPES, 15 mM CaCl2 x 2 H2O, 250 mM KCl, 55 mM
MnCl2x 4 H2O, pH 6,7 mit KOH einstellen
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2.1.11. Oligonukleotide
Oligo Sequenz
miR-100
sense
5’AATTCCCTGTTGCCACAAACCCGTAGATCCGAACTTGTGGTA
TTAGTCCGCACAAGCTTGTATCTATAGGTATGTGTCTGTTAGG G 3’
miR-100
antisense
5’GATCCCCTAACAGACACATACCTATAGATACAAGCTTGTGCG
GACTAATACCACAAGTTCGGATCTACGGGTTTGTGGCAACAGG G 3’
mTOR
sense
5’TCGAGATTTTGGGGAACAGAAGATCCATAACTTTA
GAAATACGGGTTTTGACTTAACTCACAAGAGAGC 3’
mTOR
antisense
5’GGCCGCTCTCTTGTGAGTTAAGTCAAAACCCGTAT
TTCTAAAGTTATGGATCTTCTGTTGCCCAAAATC 3’
Raptor
sense
5’ TCGAGTTCCTCACATACAGGCAAGAGGCACTGCCG
GGTCCCGGACGGCTCCGGGTGACACCAGCCCCGC 3’
Raptor
antisense
5’ GGCCGCGGGGCTGGTGTCACCCGGAGCCGTCCGGG
ACCCGGCAGTGCCTCTTGCCTGTATGTGAGGAAC 3’
2.1.12. Primer fu¨r die PCR
Primer Sequenz
Akt2-F CAAGCGTGGTGAATACATCAAGA
Akt2-R GCCTCTCCTTGTACCCAATGA
GapDH-F GAAGGTGAAGGTCGGAGT
GapDH-R GAAGATGGTGATGGGATTTC
mTOR-F TCCGAGAGATGAGTCAAGAGG
mTOR-R CACCTTCCACTCCTATGAGGC
PI3K p85α - F TACTGTAGCCAACAACGGTATGA
PI3K p85α - R TCCCGTCTGCTGTATCTCGAA
Random Primer Gibco BRL
Raptor-F AGAGGCACTGTGAGAAAATTGAA
Raptor-R TCAGGCACAAAACTAAGGCAA
2.1.13. Primer fu¨r die Sequenzierung
Primer Sequenz
HSV-TK3’ CCGCGAGGTCCGAAGACTCAT
hRluc5’ CGTGGAGCGCGTGCTGAAGAAC
Seq H1 dan CCCTGGCAGGAAGATGGCTGTGA
SFFV-3’FP AGCTCACAACCCCTCACTCGG
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2.1.14. Software
Anwendung Software Herausgeber / Quelle
Bildbearbeitung Power Point, Paint Microsoft
Durchflusszytometrie CXP Beckman Coulter
Klonierungen Vector NTI Advance Invitrogen
miRNA Zielgenanalyse MicroCosm, PicTar, TargetScan,
RNA22
Open Source
miRNA Zielgenanalyse II Our Target Tool Operator
(OTTO)
P. Heinzelmann
Signalweganalyse GenMAPP2/ MAPPFinder Open Source
Primererstellung PrimerExpress Applied Biosystems
Real-Time PCR Analyse StepOne Plus Software Applied Biosystems
Sequenzierungen 310 Genetic Analyzer Software Applied Biosystems
Sequenzanalyse (Alignments) ClustalW Online-Tool, EMBL-EBI
Statistik R, Bioconductor Open Source
Tabellenkalkulation Excel Microsoft
Textsatz LATEX Open Source
Western Blot Quantifizierung Quantity One Biorad
2.1.15. Vektoren/Plasmide
Vektor Hersteller
pSUPER-∆E∆B-miR30 Scherr et al. [66]
pCMV∆R8.91 Didier Trono, Lausanne
pMD.G Daniel Ory, Washington University
pSUPER Thijn Brummelkamp, Whitehead Institute Cambridge
psiCHECK-2 Invitrogen
pUC19 Invitrogen
SIEW nach SEW von Adrian Thrasher, London
2.1.16. Verbrauchsmaterialien
Artikel Hersteller
0,2 ml Reaktionsgefa¨ße Eppendorf
12-Well Platten, F-Boden Sarstedt
1,5 ml Reaktionsgefa¨ße Sarstedt
15 ml Ro¨hrchen BD Falcon
175 cm2 Flaschen mit Filterdeckel Greiner Bio-One
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Artikel Hersteller
2 ml Reaktionsgefa¨ße Eppendorf
20 ml Plastikspritzen Sarstedt
24-Well Platten, F-Boden Greiner Bio-One
25 cm2 Flaschen mit Filterdeckel Greiner Bio-One
3MM Filterpapier Whatman
48-Well Platten, F-Boden Greiner Bio-One
5 ml Plastikro¨hrchen (FACS-Ro¨hrchen) BD Falcon
50 ml Plastikspritzen Sarstedt
50 ml Ro¨hrchen BD Falcon
6-Well Platte, F-Boden Sarstedt
75 cm2 Flaschen mit Filterdeckel Greiner Bio-One
96-Well Platten, F-Boden Greiner Bio-One
Alufolie ROTH
Einwegpipetten Sarstedt
Eisbeha¨lter ROTH
Erlenmeyerkolben Brand
Kyroro¨hrchen Schmidt Laborgera¨te
Messkolben Brand
Messzylinder Brand
MicroAmp 96-Well Platte Applied Biosystems
MicroAmp Optischer Film Applied Biosystems
Nitrocellulosemembran Whatman
Pasteurpipetten Brand
Petrischale (Bakterienkultivierung) Sarstedt
Pipettenspitzen mit Filter Brand
Pipettenspitzen Sarstedt
Plastikgelkassetten Invitrogen
Sterilfilter 0,45µm BD Falcon
2.1.17. Zelllinien
Zelllinie Quelle
293 DSMZ, ACC305 [67]
32D-ctrl Z. Li, Experimentelle Ha¨matologie, MHH [68]
32D∆trkA Z. Li, Experimentelle Ha¨matologie, MHH [68]
HuH-7 JCRB, 0403 [69]
K562 DSMZ, ACC10 [70]
Kasumi-1 DSMZ, ACC220 [71]
U937 DSMZ, ACC5 [72]
WEHI-3B DSMZ, ACC26 [73]
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2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.1. miChip Mikroarray
2.2.1.1. Prinzip
Zur Analyse von miRNAs verwendet man Northern Blot, Bead -basierte Profilierungsme-
thoden oder die miR-qRT-PCR. Eine weitere Mo¨glichkeit ist die Analyse mit der mi-
Chip Mikroarray Methode. Hierbei druckt man mehrere tausend Oligonukleotide auf eine
Glasfolie und kann dadurch Analysen im Hochdurchsatzverfahren durchfu¨hren. Die RNA
Proben werden mit fluoreszierenden Farbstoffen (Cy-Dyes) markiert und dann an kom-
plementa¨re Zielsequenzen auf der Mikroarray Folie hybridisiert. Nachdem ungebundene
RNA durch Waschen entfernt wurde, kann man das Fluoreszenzsignal an jeder einzelnen
Position bestimmen. Die Intensita¨t der Fluoreszenz gibt Aufschluss u¨ber die Menge einer
bestimmten RNA in der zu untersuchenden Probe.
Aufgrund ihrer kleinen Gro¨ße, Sequenza¨hnlichkeiten und verschiedener Schmelztempe-
raturen ist die Analyse von miRNAs mit solch einem System problematisch. Um diese
Probleme zu umgehen, werden locked nucleic acids (LNA) verwendet. In den LNAs ist
das C2- mit dem C4-Atom des Riboseringes durch eine Sauerstoff-Methylen-Gruppe in 3’-
Endokonformation fixiert. Durch das Einbringen von LNAs in Oligonukleotide erzielt man
eine erho¨hte thermische Stabilita¨t in den Nukleinsa¨ure-Duplexen. Fu¨r miRNAs reichen die
Schmelztemperaturen von 42 °C bis 75 °C. Diese kann durch LNAs auf 72 °C normalisiert
werden. Dadurch sind gleiche Hybridisierungsbedingungen und ein verbesserter Mismatch-
Ausschluss, aufgrund einer erho¨hten Schmelztemperatur, gewa¨hrleistet [74] [75].
2.2.1.2. Durchfu¨hrung
Die miChip Mikroarray Analyse wurde am EMBL, Heidelberg durchfu¨hrt (basierend auf
miRBase v 6.0 und miRBase v 8.0). Die miChip Daten wurden mittels der Software R und
Bioconductor analysiert. Dazu wurden die Fluoreszenzsignale global u¨ber die Expression
aller mi/snRNAs normalisiert.
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2.2.2. Reverse Transkription
2.2.2.1. Prinzip
Das Prinzip der reversen Transkription (RT) beruht auf dem Reproduktionsmechanismus
der Retroviren. Retro ist das lateinische Wort fu¨r
”
zuru¨ck“ und bezieht sich auf die umge-
kehrte Richtung des genetischen Informationsflusses bei diesen Viren. Durch das Enzym
Reverse Transkriptase ist es ihnen mo¨glich RNA in cDNA umzuschreiben. Die neu gebil-
dete DNA integriert dann als Provirus in die Chromosomen tierischer Zellen und kann
weiter transkribiert werden [76]. Fu¨r die reverse Transkription werden das Enzym Rever-
se Transkriptase, Primer, dNTP und RNase Inhibitor beno¨tigt. Die resultierende cDNA
kann nach der Reaktion durch weitere PCR Verfahren analysiert werden. Fu¨r die RT
Reaktion ko¨nnen verschiedene Arten von Primern benutzt werden: Oligo (dT) Primer,
Random (Hexamer) Primer oder genspezifische Primer. Diese werden zum Beispiel fu¨r die
miR-qRT-PCR verwendet.
2.2.2.2. Durchfu¨hrung
Um Kontaminationen genomischer DNA in der RT-Reaktion zu vermeiden, wurde total
RNA mit DNase I behandelt. Die DNase I spaltet die genomische DNA enzymatisch zwi-
schen der 5’-Phosphatgruppe und der 3’-Hydroxygruppe zweier Nukleotide. Der folgende
Ansatz wurde fu¨r 60 min bei 37 °C inkubiert.
Ansatz fu¨r DNase I Verdau
Substanz 1×
5×First-Strand Buffer. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4µl
0,1 M DTT. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,8 µl
DNase I (10 U/µl) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 µl
RNase Inhibitor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5µl
5 µg RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11,7µl
Volumen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 µl
Zur Aufreinigung der RNA wurde eine Phenol/ Chloroform - Fa¨llung durchgefu¨hrt. Dazu
wurden 30µl Wasser und 50µl Phenol/ Chloroform zum Ansatz gegeben, gemischt und zur
Separierung der Phasen kurz zentrifugiert. 50µl des U¨berstandes wurden dann zur Fa¨llung
fu¨r 60 min bei -80 °C in 1µl Glykogen und 150µl Ethanol (96%) gegeben. Anschließend
wurde die RNA durch Zentrifugation pelletiert und in 10µl Wasser aufgenommen.
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Im na¨chsten Schritt wurde die RNA fu¨r 10 min bei 70 °C zur Denaturierung erhitzt und
anschließend schnell auf Eis abgeku¨hlt. Nach Zugabe eines Master Mixes aus Puffer, DTT,
dNTP, Primer und Reverse Transkriptase erfolgte die reverse Transkription bei 37 °C fu¨r
60 min.
Ansatz fu¨r die reverse Transkription
Substanz 1×
5×First-Strand Buffer. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 µl
0,1 M DTT. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2µl
10 mM dNTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2µl
Random Primer (100 pmol/µl) . . . . . . . . . . . 1µl
M-MLV RT (200 U/µl) . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 µl
1 µg RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11µl
Volumen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21 µl
2.2.3. Real-Time PCR
2.2.3.1. Prinzip
Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist im Prinzip eine ex-
ponentielle Vervielfa¨ltigung von DNA. Diese Methode nutzt die Eigenschaften der DNA-
Polymerasen an freie 3’OH-Enden der ssDNA zu binden und neue DNA Stra¨nge zu syn-
thetisieren. Um diesen Prozess zu initiieren beno¨tigt die Polymerase jedoch ein kleines
Stu¨ck dsDNA, das durch Anlagerung von Primern geschaffen wird. Durch die Notwen-
digkeit eines Denaturierungsschrittes, verwendet man thermostabile Polymerase, wie die
Taq-Polymerase. Im ersten Schritt der PCR wird die dsDNA denaturiert, um die bei-
den komplementa¨ren Stra¨nge zu trennen. Es folgt eine Erniedrigung der Temperatur, so
dass sich die Primer an die ssDNA anlagern ko¨nnen (annealing). In diesem Schritt wird
der Startpunkt fu¨r die DNA-Polymerase festgesetzt. Im letzten Schritt der PCR fu¨llt die
DNA-Polymerase den fehlenden Strang mit Nukleotiden auf. Diese drei Schritte werden
wiederholt. Daher erha¨lt man n Zyklen ein theoretisches Maximum von 2n dsDNA Mole-
ku¨len [77].
Die Grundlage fu¨r die real-time PCR (Echtzeit-PCR) war die Beobachtung, dass die Am-
plifikation zu Beginn der PCR linear verla¨uft. Durch einen sensitiven Nachweis der Pro-
duktmenge ergibt sich ein eindeutiger Zusammenhang zwischen eingesetzter DNA Menge
und dem PCR-Zyklus in dem zum ersten Mal ein Produkt nachgewiesen werden kann.
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Als Nachweisreagenzien haben sich zwei Systeme bewa¨hrt. Neben dem Einsatz spezifischer
Taqman-Sonden (vgl. Kapitel 2.2.4, S. 40) hat sich ein DNA interkalierender Fluoreszenz-
farbstoff (SYBR-Green) fu¨r die real-time PCR bewa¨hrt. Wa¨hrend der Amplifikation der
DNA wird dieser Farbstoff in die dsDNA eingebaut. An dsDNA gebundenes SYBR Green
fluoresziert um Zehnerpotenzen intensiver als ungebundenes. Daher ist ein Anstieg der
SYBR-Green Fluoreszenz ein direktes Maß fu¨r die vorhandene dsDNA im Ansatz. Ein
Problem dieser Methode ist jedoch, dass der Farbstoff nicht spezifisch in PCR Produkte,
sondern auch in Primerdimere eingebaut wird. Es ist daher notwendig, am Ende der PCR
eine Schmelzkurvenanalyse durchzufu¨hren. Gro¨ßere PCR Produkte schmelzen bei ho¨he-
ren Temperaturen als kleiner Primerdimere und zeigen deshalb einen Fluoreszenzabfall
bei ho¨heren Temperaturen.
2.2.3.2. Durchfu¨hrung
Die PCR Reaktionen wurden in Triplikaten durchgefu¨hrt. Als interne Kontrolle wurde
eine Probe ohne DNA analysiert, sowie eine Schmelzkurvenanalyse durchgefu¨hrt.
Ansatz fu¨r die SYBR-Green PCR
Substanz 1× 3,2×
2×SYBR-Green Master Mix . . . . . . . . . . . . . . 10µl 32µl
Forward/ Reverse Primer (2 µM) . . . . . . . . . . 1 µl 3,2 µl
cDNA aus RT-Reaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 µl 28,8 µl
Aliquotvolumen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20µl 64µl
Protokoll fu¨r die PCR mit SYBR-Green
Schritt Temperatur Dauer Schritt Temperatur Dauer
1 50 °C 2 min Schmelzkurve
2 95 °C 10 min 5 95 °C 15 sec
3 95 °C 15 sec 6 60 °C 1 min
4 60 °C 1 min 7 95 °C 15 sec
3-4 40×
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2.2.4. miR-qRT-PCR
2.2.4.1. Prinzip
Aufgrund ihrer geringen Gro¨ße von ca. 20-25 Nukleotiden ist die Analyse von miRNAs
mit Standard-PCR Techniken nicht mo¨glich. MiRNA und Primer haben etwa die gleiche
Gro¨ße. Dies macht eine Amplifikation unmo¨glich. Um miRNAs dennoch mittels PCR zu
Abbildung 2.1.: Prinzip der miR-qRT-PCR. Im ersten Schritt bindet ein stem-loop Primer sequenz-
spezifisch an die miRNA. Wa¨hrend der real-time PCR erho¨ht eine sequenzspezifische Taqman-Sonde die
Genauigkeit der Reaktion. R: Reporter, NFQ: nicht fluoreszierender Quencher, nach [78].
analysieren, wurde die miRNA-quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenre-
aktion entwickelt, kurz miR-qRT-PCR. Diese Methode beruht auf einer genspezifischen
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RT-Reaktion mit anschließender real-time PCR. Ein wesentlicher Vorteil der miR-qRT-
PCR gegenu¨ber der herko¨mmlichen PCR besteht in dem Gebrauch von sogenannten stem-
loop Primern. Diese binden schon wa¨hrend der reversen Transkription spezifisch an die
miRNA und ermo¨glichen ein exaktes umschreiben in cDNA (vgl. Abb. 2.1, S. 40). Im
na¨chsten Schritt binden die PCR Primer spezifisch an die stem-loop und miRNA Se-
quenz. Der stem-loop enthaltende Strang wird nun exponentiell amplifiziert. Der Einsatz
von genspezifischen Taqman-Sonden macht eine exakte Detektion mittels Echtzeit Ana-
lyse mo¨glich.
Die Funktion verschiedener Taqman-Sonden beruht auf dem Prinzip des Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET), das von T. Fo¨rster entdeckt wurde. Hierbei wird die
Energie eines angeregten Farbstoffes (Reporter) strahlungsfrei auf einen zweiten Farb-
stoff (Quencher) u¨bertragen. Durch die Na¨he von einem Reporter und einem Quencher
Farbstoff in der Taqman-Sonde wird ein Fluoreszenzsignal unterdru¨ckt. Die Sonde bin-
det spezifisch an ihre komplementa¨re Sequenz abwa¨rts der Primer. Die DNA-Polymerase
degradiert die Sonde wa¨hrend der Synthese mit ihrer Exonukleaseaktivita¨t. Dadurch ent-
fernt sich der Quencher vom Reporter und ein Anstieg der Fluoreszenz kann gemessen
werden [79].
2.2.4.2. Durchfu¨hrung
Zur Bestimmung der miRNA Expression wurden miRNA-spezifische TaqMan MicroRNA
Assays verwendet. Die Methode wurde laut Protokoll durchgefu¨hrt. Fu¨r die miRNA-
spezifische reverse Transkription wurden 12 µl eines Master Mixes zu 3 µl 5×TaqMan
MicroRNA RT Primer gegeben.
Ansatz fu¨r reverse Transkription
Substanz 1×
100 mM dNTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,15µl
MultiScribe RT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 µl
10×RT Puffer. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,5µl
RNAse Inhibitor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,2µl
22 µg RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 µl
Volumen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,85 µl
5×TaqMan MicroRNA RT Primer . . . . . . 3µl
Endvolumen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15µl
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Protokoll fu¨r die reverse Transkription
Schritt Temperatur Dauer
1 16 °C 30 min
2 42 °C 30 min
3 85 °C 5 min
4 10 °C ∞
Die real-time PCR Reaktion wurde in Duplikaten durchgefu¨hrt. Hierfu¨r wurden spezifische
Primer und TaqMan Universal PCR Master Mix der Firma Applied Biosystems verwendet.
3,3µl der cDNA wurden zu 40,7µl Master Mix gegeben und zu je 20µl in eine 96-Well
Platte gegeben. Die PCR wurde mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System oder dem
StepOnePlus durchgefu¨hrt.
Ansatz fu¨r die Taqman PCR
Substanz 2,2×
2×Taqman Universal PCR Master Mix. . 21,5 µl
20×miRNA PCR Primer. . . . . . . . . . . . . . . . 2,1 µl
Wasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17,1µl
cDNA aus RT-Reaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . 3,3µl
Protokoll fu¨r die PCR
Schritt Temperatur Dauer
1 50 °C 2 min
2 95 °C 10 min
3 95 °C 15 sec
4 60 °C 1 min
3-4 40×
Eine Normalisierung wurde mittels 2-∆∆Ct-Methode relativ zur miR-197 oder miR-15b
durchgefu¨hrt [80]. Diese miRNAs waren nahezu identisch in den verschiedenen AML Pati-
enten und Normalspendern, sowie unter verschiedenen Konditionen in allen verwendeten
Zelllinien exprimiert. Fu¨r die murinen Zelllinen wurde snoRNA202 als Normalisierungs-
kontrolle verwendet.
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2.2.5. Kinasierung von Oligonukleotiden
2.2.5.1. Prinzip
Synthetisch hergestellte Oligonukleotide beno¨tigen fu¨r die Ligation in einen Vektor
phosphorylierte 5’-Enden. Dazu nutzt man das Enzym T4 Polynukleotidkinase (PNK).
Die PNK u¨bertra¨gt Phoshatgruppen von der γ-Position der ATP-Moleku¨le auf die 5’-
Hydroxygruppe von Polynukleotiden, z.B. einzel- oder doppelstra¨ngiger DNA/ RNA. Wei-
terhin entha¨lt die PNK 3’-Phosphatase Aktivita¨t. Die anschließende Hybridisierung einzel-
stra¨ngiger Oligonukleotide zu Duplexen erfolgt durch Aufkochen bei 100 °C und langsamen
Abku¨hlens. Bei Erreichen der spezifischen Schmelztemperatur hybridisieren die Oligonu-
kleotide. Diese ko¨nnen dann direkt fu¨r weitere Anwendungen, z. B. Ligationen eingesetzt
werden [77].
2.2.5.2. Durchfu¨hrung
Jeweils 0,1 OD des sense und antisense Oligonukleotids wurden mit 2µl T4 Polynukleo-
tidkinase (PNK, 10 U/µl), 2µl 10 mM ATP und 2µl PNK-Puffer gemischt und auf 20µl
mit Wasser aufgefu¨llt. Dann wurde der Ansatz fu¨r 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
ßend wurde der Ansatz fu¨r 3 min bei 100 °C im Wasserbad inkubiert und langsam auf
Raumtemperatur abgeku¨hlt.
2.2.6. Verdau von Plasmid-DNA
2.2.6.1. Prinzip
Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die Phosphodiesterbindungen innerhalb von
DNA-Stra¨ngen abbauen ko¨nnen. Sie stammen aus Bakterien und dienen dem Schutz vor
artfremder DNA. Die Restriktionsenzyme erkennen Fremd-DNA, da diese nicht wie die
eigene DNA durch Methylierungsmuster geschu¨tzt ist. Sie spalten die DNA symmetrisch,
wobei glatte Enden (blunt ends) oder Enden mit U¨berha¨ngen (5’-/3’-sticky ends) entste-
hen ko¨nnen. Die Restriktionsenzyme erkennen oft palindrome Sequenzen [77].
Um eine Re-Ligation von verdauter Plasmid-DNA zu vermeiden, werden die Phosphat-
gruppen an den 5’-Enden entfernt. Dadurch kann das Plasmid nur mit entsprechend kina-
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sierten Oligonukleotiden ligiert werden. Als Enzym kommt fu¨r diese Anwendung die Al-
kalische Phosphatase zum Einsatz.
Um nach einem sticky end -Verdau blunt ends zu erzeugen verwendet man das Klenow-
Fragment. Klenow geho¨rt zur Klasse der DNA-Polymerasen I. Es besitzt 3’→5’ Exonuklea-
se und 5’→3’ Polymerase Aktivita¨t. Eine 5’→3’ Exonuklease Aktivita¨t fehlt dem Klenow-
Fragment. Dadurch fu¨llt es 5’-u¨berha¨ngende Enden auf und entfernt 3’-u¨berha¨ngende
Enden.
2.2.6.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r einen analytischen Plasmidverdau wurde 0,5-1µg Vektor-DNA in einem Endvolu-
men von 20µl verdaut. Fu¨r einen pra¨parativen Verdau wurden 10µg Plasmid-DNA in ei-
nem Endvolumen von 40µl verdaut. Es wurden 100 U Restriktionsenzym und 10×Enzym-
Puffer zugesetzt. Einige Restriktionsenzyme beno¨tigen BSA, welches in einer Endkonzen-
tration von 100µg/ml zugesetzt wurde. Der Verdau erfolgte fu¨r 1-3 h bei 37 °C. Fu¨r eine
anschließende Klenow Behandlung, wurden die Restriktionsenzyme entweder fu¨r 20 min
bei 65°C hitzeinaktiviert oder durch Phenol/Chloroform-Extraktion inaktivert.
Fu¨r den Klenow-Verdau wurden 4µl MgCl2, 2µl 100 mM dNTP, 1µl Klenow-Fragment
und 3µl Wasser dem Restriktionsverdau zugesetzt und fu¨r weitere 30 min bei 37 °C inku-
biert. Danach wurde das Klenow-Fragment fu¨r 20 min bei 75 °C hitzeinaktiviert.
Zur Dephosphorylierung von verdauter Plasmid-DNA wurde 1µl Alkalische Phosphatase
nach dem Restriktionsverdau dem Ansatz zugesetzt und fu¨r weitere 30 min bei 37 °C
inkubiert.
2.2.7. Auftrennung von Nukleinsa¨urefragmenten u¨ber
Agarosegelelektrophorese
2.2.7.1. Prinzip
Agarose ist ein Heteropolysaccachrid, das aus roten Meeresalgen gewonnen wird. Durch
die Ausbildung von Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen den Seitenketten der Agaro-
se geliert diese beim Erkalten nach Aufkochen. Diese Ausbildung einer stabilen Matrix
macht man sich fu¨r die Gelelektrophorese zu nutzen. DNA-Moleku¨le wandern in einem
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elektrischen Feld je nach Gro¨ße und Ladung unterschiedlich schnell durch Agarosege-
le. Große Moleku¨le wandern aufgrund ihres Reibungswiderstandes langsamer als kleine
DNA-Moleku¨le.
Bei der Agarosegelelektrophorese wandert die negativ geladene DNA in einer Gelmatrix
zur Anode. Die Gro¨ße und die Form der DNA (zirkula¨r oder linear) haben einen Einfluß
auf das Verhalten der DNA in der Gelmatrix, so dass unterschiedliche Fragmente unter-
schiedlich schnell durch das Gel wandern mit dem Resultat einer Auftrennung. Um die
DNA im Gel sichtbar zu machen, mischt man diesem Ethidiumbromid bei. Ethidium-
bromid interkaliert zwischen den Basen der DNA wodurch sich das Anregungsspektrum
dieser Substanz vera¨ndert und die Fluoreszenz mit ultraviolettem Licht stark erho¨ht wird.
Auf diese Weise leuchten im Agarosegel die Stellen, an denen sich Nukleinsa¨uren befinden,
bei einer Wellenla¨nge von 320 nm hell auf [81].
2.2.7.2. Durchfu¨hrung
Je nach Fragmentgro¨ße wurden 1 bis 1,5%-ige Agarosegele verwendet. Die entsprechende
Menge Agarose wurde in 100 ml TBE (89 mM Tris-Base, 89 mM Borsa¨ure, 2 mM EDTA,
pH 8) in der Mikrowelle aufgekocht, bis sie vollsta¨ndig gelo¨st war. Nach dem Abku¨hlen
(handwarm) wurde das Ethidiumbromid zugegeben und das Gel gegossen. Nach dem
Erstarren wurde das Gel mit TBE-Puffer u¨beschichtet und die Proben aufgetragen. Durch
Anlegen einer Spannung von 10 V pro 1 cm Gel wurden die DNA Fragmente aufgetrennt.
Anschließend wurden die Bandenmuster unter UV-Licht analysiert.
2.2.8. Isolierung von DNA aus Agarosegelen
2.2.8.1. Prinzip
Das Prinzip des QIAquick Kits basiert auf der Verwendung eines Silicamaterials. An
dieses Material bindet die DNA in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Waschschritte
entfernen Enzyme, Agarose und weitere Verunreinigungen. Die Elution der DNA erfolgt
dann in Lo¨sungen niedriger Salzkonzentrationen oder Wasser.
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2.2.8.2. Durchfu¨hrung
Zur DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurden die entsprechenden Banden unter ultravio-
lettem Licht sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die anschließende
Aufreinigung der DNA erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach den Anga-
ben des Herstellers. Zur besseren Reinigung der DNA wurde die Sa¨ule im letzten Schritt
mit 100µl Wasser eluiert und nach Zugabe von 10µl Natriumacetat (pH 5,2) und 275µl
Ethanol (96%) wurde die DNA fu¨r 1 h bei -20 °C gefa¨llt. Nach dem Pelletieren der DNA
durch Zentrifugation bei 14000 rpm fu¨r 20 min wurde die DNA einmal mit Ethanol (75%)
gewaschen, pelletiert und nach kurzem Trocknen in 20µl Wasser aufgenommen.
2.2.9. Ligation
2.2.9.1. Prinzip
Bei der Ligation werden zwei DNA Segmente mit enzymatischer Hilfe verbunden. Dazu
wird das Enzym T4 DNA Ligase verwendet. Es katalysiert die Bildung einer Phospho-
diesterbindung zwischen nebeneinander liegenden 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxy-Enden in
DNA oder RNA Duplexen. Fu¨r diese Reaktion beno¨tigen die Ligasen Energie in Form
von ATP [77].
2.2.9.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die Ligationen wurde 1µl der geschnittener Plasmid-DNA mit 3µl Oligonukleotid
oder zu klonierendem Fragment (Insert) ligiert (Plasmid:Fragment Verha¨ltnis = 1:1). Es
wurden 1µl T4 DNA Ligase, 2µl 10×T4 DNA Ligase Puffer und 13µl Wasser zugefu¨gt
und u¨ber Nacht bei 16 °C inkubiert.
2.2.10. Sequenzierung
2.2.10.1. Prinzip
Zur Sequenzierung von DNA gibt es mehrere Methoden. Die am ha¨ufigsten verwendete
Methode ist jedoch die DNA-Sequenzierung nach Sanger. Hier macht man sich die Ei-
genschaften von Didesoxynukleotiden (ddNTP’s), denen zwei Hydroxylgruppen (am 2’-
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und 3’-Ende der Ribose-Einheit) fehlen, zu nutze. Werden ddNTP’s wa¨hrend der DNA-
Synthese eingebaut, wird diese abgebrochen. Fu¨r die DNA-Sequenzierung wird einzel-
stra¨ngige DNA mit einem markierten Primer, DNA-Polymerase und dNTPs versetzt.
Dieser Ansatz wird gevierteilt, wobei jeder zusa¨tzlich eines der vier ddNTP’s (ddATP,
ddCTP, ddTTP, ddGTP) entha¨lt. Wa¨hrend einer PCR werden nun die ddNTP’s zu-
fa¨llig an verschiedenen Stellen der DNA eingebaut und unterbinden die DNA-Synthese.
Dadurch erha¨lt man verschieden lange Fragmente. Die Fragmente der vier einzelnen An-
sa¨tze werden dann u¨ber eine Gelelektrophorese aufgetrennt. Dadurch kann man jeder
Fragmentla¨nge ein zugeho¨riges ddNTP zuordnen. Durch Sortieren der Fragmente vom
La¨ngsten zum Ku¨rzesten erha¨lt man dann die DNA-Sequenz.
Neuere Methoden nutzen nicht mehr markierte Primer, sondern fluoreszenzmarkierte dd-
NTP’s. Jedes der vier ddNTP’s entha¨lt einen anderen Farbstoff. Dadurch beno¨tigt man
nicht mehr vier Reaktionen, sondern kann die Sequenzier-PCR in einer Reaktion durch-
fu¨hren.
Nach der PCR Reaktion muss die DNA von u¨berschu¨ssigem Farbstoff befreit werden.
Dazu nutzt man die Methode der Gelfiltration mittels Sephadex Sa¨ulen. Der 310 Gene-
tic Analyzer analysiert Produkte der Sequenzier-PCR u¨ber eine Kapillar-Elektrophorese.
Dazu werden die Proben elektrokinetisch injiziert und u¨ber sogenannte POP-Polymere
analysiert. Daher werden die Proben in HiDi-Formamid, einem deionisiertem Formamid,
gelo¨st.
2.2.10.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde zuna¨chst eine Sequenzier-PCR mit ent-
sprechenden Primern durchgefu¨hrt. Dazu wurden 3µl Plasmid-DNA mit 4µl 5×Sequen-
zierpuffer, 3µl BigDye, 1µl des entsprechenden Primers und 9µl Wasser gemischt. Die
PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefu¨hrt.
Protokoll fu¨r die Sequenzier-PCR
Schritt Temperatur Dauer
1 95 °C 1 min
2 95 °C 30 sec
3 60 °C 4 min
2-3 25×
4 10 °C ∞
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Das PCR Produkt wurde u¨ber NucleoSEQ Sa¨ulen nach Angaben des Herstellers aufgerei-
nigt, um Verunreinigungen durch BigDye und Salzen zu entfernen. Anschließend wurde die
aufgereinigte DNA mit 10µl HiDi Formamid versetzt. Es wurde mithilfe des 310 Genetic
Analyzer sequenziert.
2.2.11. Klonierung lentiviraler Vektoren fu¨r die mikroRNA
U¨berexpression
2.2.11.1. Prinzip
miRNAs ko¨nnen in Vektoren exprimiert werden, wenn sie Polymerase II Promotoren,
wie den SFFV-Promotor (spleen focus forming virus), an den upstream Enden einer pre-
miRNA besitzen. Diese ko¨nnen transkribiert und durch Dicer in die reife miRNA prozes-
siert werden. Im Vergleich dazu werden shRNAs oder miRNA Antagonisten durch Poly-
merase III Promotoren wie dem H1-Promotor exprimiert. Um die Expression einer shRNA
oder auch miRNA zu stabilisieren nutzt man Baugeru¨ste. Ku¨nstliche miRNAs ko¨nnen in
der Umgebung eines natu¨rlich vorkommenden miRNA Prima¨rtranskripts wesentlich effek-
tiver exprimiert werden [82]. Ein ha¨ufig genutztes Geru¨st ist die miR30 Kassette. Dabei
wird die mi/shRNA am 5’- und 3’-Ende mit einer pre-miR30 Region flankiert [66] [83].
Zur Generierung lentiviraler U¨bersta¨nde wird, neben einem Verpackungs- und einem Hu¨ll-
plasmid, ein Transgenplasmid beno¨tigt (vgl. S. 59). Das Transgenplasmid entha¨lt neben
der LTR (long terminal repeat) im 5’-Bereich das Verpackungssignal Ψ, welches fu¨r das
Verpacken des Viruses essentiell ist. Der SFFV-Promotor dient zur Versta¨rkung der Ex-
pression der miR30-pre-miRNA Kassette. Eine IRES (internal ribosomal entry site) ver-
mittelt die Bindung der mRNA an die Ribosomen und erho¨ht dadurch die Translati-
on. Zur weiteren Erho¨hung der Genexpression wurde das post-transkriptionelle WPRE
(woodchuck hepatitis B post-transcriptional regulatory element) in das transgene Plasmid
eingefu¨gt (vgl. Abb. 1.3, S. 14) [66].
2.2.11.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die U¨berexpression der miRNA wurden DNA Oligonukleotide, die eine entsprechen-
de pre-miRNA mit 5’EcoRI - und 3’BamHI -U¨berha¨ngen enthalten, auf Grundlage der
miRBase entworfen und synthetisch hergestellt [23]. Die Oligonukleotide wurden kinasiert
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und hybridisiert bevor sie in die entsprechenden Restriktionsschnittstellen des Vektors
pSUPER-∆E∆B-miR30 kloniert wurden. Die korrekte Insertion wurde durch einen Ver-
dau und die DNA-Sequenz durch DNA-Sequenzierung u¨berpru¨ft. Fu¨r die Sequenzier-PCR
wurde der Seq H1 dan-Primer verwendet.
Im na¨chsten Schritt wurde die miR30-pre-miRNA Kassette mit den Enzymen BglII und
XhoI aus dem Vektor entfernt und blunt end, nach entsprechender Klenow-Behandlung, in
die BamHI Schnittstelle des Vektors SIEW kloniert. Die korrekte Insertion wurde durch
einen analytischen Verdau, die DNA-Sequenz durch eine Sequenzierung u¨berpru¨ft. Fu¨r
die Sequenzier-PCR wurde der SFFV-3’FP-Primer verwendet.
2.2.12. Klonierung der Reportergen Vektoren
2.2.12.1. Prinzip
Das psiCHECK-2 Plasmid wurde entwickelt um Unterschiede in der Expression eines Ziel-
gens, welches an ein Reportergen fusioniert ist, nach RNAi zu untersuchen. Ein wesentli-
cher Vorteil des psiCHECK-2 Plasmids ist, dass sich Reportergen und interne Kontrolle
auf einem Plasmid befinden. Als Reportergen dient die Renilla Luziferase, an welche das
Zielgen fusioniert wird. Das Zielgen kann direkt in die multiple Klonierungsregion kloniert
werden. Die ebenfalls auf dem Plasmid befindliche Firefly Luziferase dient zur Normali-
sierung der Transfektion.
2.2.12.2. Durchfu¨hrung
Die 3’UTR Region von mTOR beinhaltet eine potenzielle Bindungsstelle fu¨r die miR-100.
Es wurden Oligonukleotide entworfen, die die 23 nt lange Zielsequenz sowie die 5’- und
3’- flankierenden Nukleotide (jeweils ca. 20) enthalten. Zusa¨tzlich wurde das 5’-Ende mit
einem XhoI -U¨berhang und das 3’-Ende mit einem NotI -U¨berhang versehen. Die 3’UTR
von Raptor entha¨lt zwei potenzielle miR-100 Bindungsstellen, die sich u¨berlappen. Diese
38 nt lange Sequenz wurde in 5’ und 3’ Richtung mit 12 nt flankiert und ebenfalls mit
den entsprechenden Restriktionschnittstellen versehen. Die Oligonukleotide wurden kina-
siert und hybridisiert, bevor sie in die analogen Restriktionsschnittstellen des Plasmids
psiCHECK-2 kloniert wurden. Die korrekte Insertion und DNA-Sequenz wurde durch
einen analytischen DNA-Verdau und DNA-Sequenzierung u¨berpru¨ft. Fu¨r die Sequenzier-
PCR wurde der hRluc5’-Primer verwendet.
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2.2.13. Kultivierung von Bakterien
2.2.13.1. Prinzip
Bakterien sind die gebra¨uchlichsten Mikroorganismen in der Gentechnologie, denn sie
ko¨nnen in großer Zahl herangezogen und zur Vervielfa¨ltigung von DNA genutzt werden.
Ein unkompliziertes Einbringen und die Isolierung von DNA aus Bakterien macht eine
effiziente Klonierung von Fremd-DNA mo¨glich. Es gibt diverse Laborsta¨mme, von denen
sich viele von Escherischia coli (E. coli) ableiten und durch einen definierten Genotyp
auszeichnen. Pathogene Eigenschaften wurden entfernt und z. B. Antibiotikaresistenzen
hinzugefu¨gt, um eine Selektion zu ermo¨glichen.
2.2.13.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die Anzucht von Bakterien wurden nur autoklavierte Lo¨sungen, Gefa¨ße und Ver-
brauchsmaterialien verwendet. Beno¨tigte Antibiotika wurden zum erkalteten Medium
gegeben. Vor dem Ausplattieren auf LB-Agar Platten wurden die Impfo¨sen gru¨ndlich
abgeflammt. Einzelklone wurde mithilfe einer Pipettenspitze von der Agarplatte isoliert
und in gro¨ßeren Volumen flu¨ssigen LB-Mediums zur DNA-Isolierung mittels DNA Mi-
ni/Maxipra¨paration herangezogen.
Alle Zellen wurden vor dem Entsorgen durch Autoklavieren bei 121 °C fu¨r 30 min abgeto¨-
tet. Gera¨te wurden ebenfalls durch Autoklavieren sterilisiert.
2.2.14. Herstellung kompetenter Zellen
2.2.14.1. Prinzip
Als kompetent wird eine Zelle bezeichnet, die in der Lage ist ein DNA-Moleku¨l aufzu-
nehmen und dadurch transformiert zu werden. Im Gegensatz zu Bacillus subtilis besitzt
E.coli keine natu¨rliche Kompetenz. Mithilfe einer Calciumchlorid-Behandlung und an-
schließendem Hitzeschock kann jedoch eine ku¨nstliche Kompetenz erreicht werden. Die
zugrunde liegenden Mechanismen hierfu¨r sind nicht bekannt. Da die Kompetenz wieder
verloren gehen kann, sollten die Zellen bei -80 °C gelagert und bis zur Verwendung nicht
wieder aufgetaut werden [84].
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2.2.14.2. Durchfu¨hrung
Mit einer Kolonie XL-1 Blue wurden 10 ml LB-Medium angeimpft und u¨ber Nacht
bei 37 °C, 200 rpm geschu¨ttelt. 2 ml der U¨bernachtkultur wurden dann in 250 ml SOB
mit 10 mM MgSO4, 10 mM MgCl2 u¨berfu¨hrt und bei 37 °C, 200 rpm inkubiert bis eine
OD590nm = 0,4 bis 0,6 erreicht war. Von nun an wurde im Ku¨hlraum mit vorgeku¨hlten Ge-
ra¨ten und Gefa¨ßen gearbeitet. Nach dem pelettieren der Zellen bei 1000 rpm, 4 °C, 10 min
wurden die Zellen in 20 ml eiskaltem TP resuspendiert und fu¨r 5 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zellen erneut pelletiert und anschließend in 15 ml TP-7% DMSO
resuspendiert. Zu Schluss wurden je 100µl der Zellsuspension in vorgeku¨hlte 1,5 ml Ep-
pendorfgefa¨ße pipettieren und die Aliquots in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Danach
erfolgte die Lagerung bei -80 °C.
Zur Bestimmung der Transformationskompetenz wurden die Bakterien mit 10 und 50 pg
pUC19 Testplasmid transformiert. Der Ansatz wurde auf LB-Platten mit entsprechendem
Antibiotikum ausplattiert. Nach einer Inkubation bei 37 °C fu¨r 16 h wurden die Kolonien
ausgeza¨hlt und die Transformationskompetenz berechnet. Die Transformationskompetenz
ist die Anzahl der Kolonien je µg Plasmid-DNA. Es sollten Werte von 107 bis 108 ange-
strebt werden.
2.2.15. Transformation
2.2.15.1. Prinzip
Bei der Transformation von Bakterienzellen nehmen diese fremde DNA aus dem umge-
benden Medium auf. Diese Aufnahme wird durch einen kurzen Hitzeschock gefo¨rdert.
Eine erfolgreiche Transformation la¨sst sich durch Ausplattieren auf entsprechenden Selek-
tionsplatten u¨berpru¨fen. Nur Bakterienzellen, die das Fremd-Plasmid enthalten ko¨nnen
auf diesen wachsen.
2.2.15.2. Durchfu¨hrung
50µl kompetente Bakterien wurden auf Eis fu¨r ca. 5 min aufgetaut und die entsprechende
Plasmid-DNA (10µl Ligationsansatz oder 10 ng Plasmid-DNA fu¨r die Retransformation)
hinzugefu¨gt und vorsichtig gemischt. Nach einer 30 minu¨tigen Inkubation auf Eis wurden
51
Kapitel 2. Materialien und Methoden
die Bakterien einem 5 minu¨tigen Hitzeschock bei 37 °C unterzogen. Unmittelbar danach
wurden die Zellen fu¨r 2 min auf Eis abgeku¨hlt. Die Zellsuspension wurde mit 300µl SOC
Medium aufgefu¨llt und fu¨r 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien
durch Zentrifugation aufkonzentriert bevor sie auf Selektionsplatten ausplattiert und u¨ber
Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. Nach 12-16 h wurden einzelne Kolonien zur Vermehrung
von der Platte isoliert und in 3 ml LB-Flu¨ssigselektionsmedium unter Schu¨tteln bei 37 °C
und 200 rpm u¨ber Nacht inkubiert.
2.2.16. Plasmid-Mini-/Maxipra¨paration durch Alkalische Lyse
2.2.16.1. Prinzip
Die Plasmid
”
Mini-Prep“ Methode eignet sich, um DNA in kleinen Mengen aus Bakterien
zu gewinnen. Die
”
Maxi-Prep“-Methode wird hingegen benutzt, um große Mengen an
DNA zu erhalten. Beide Methoden basieren auf dem Prinzip der alkalischen-SDS Lyse
zur Extraktion von Plasmid-DNA aus chromosomaler DNA und Zellbestandteilen. Die
entsprechenden Kits enthalten Sa¨ulen aus Silikamembranen, an denen die Plasmid-DNA
bindet und gereinigt werden kann. Aufgereinigte Plasmid-DNA kann mittels Wasser von
der Sa¨ule eluiert werden.
2.2.16.2. Durchfu¨hrung
Die U¨bernachtkulturen wurden durch Zentrifugation (3 min, 8000 rpm fu¨r Minipra¨parati-
on/ 10 min, 6000 rpm fu¨r Maxipra¨paration) pelletiert. Die Mini-/Maxipra¨paration wurde
mit dem peqGOLD Kit nach den Herstellerangaben durchgefu¨hrt.
Zur Erho¨hung der Reinheit der DNA nach einer Maxipra¨paration wurde eine Phenol/
Chloroform-Fa¨llung durchgefu¨hrt. Dazu wurde das DNA Pellet in 500µl Wasser aufge-
nommen und mit 500µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Nach kur-
zem Mischen wurde fu¨r 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. 400µl der oberen Phase wurden
dann mit 400µl Chloroform gemischt und fu¨r 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. 300µl der
oberen Phase wurden dann mit 825µl Ethanol (96%) und 30µl Natriumacetat versetzt
und nach Mischen fu¨r 30 min bei -20 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 13000 rpm
fu¨r 20 min wurde das Pellet mit Ethanol (75%) gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die
DNA in 300-400µl Wasser aufgenommen.
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Sa¨mtliche DNA Pra¨parationen wurden durch einen analytischen Verdau mit entsprechen-
den Restriktionsenzymen auf ihre Richtigkeit hin u¨berpru¨ft.
2.2.17. DNA-Isolierung mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit
2.2.17.1. Prinzip
Zur Isolierung von DNA aus tierischen Zellen wurde das QIAamp DNA Blood Mini Kit
verwendet. Hierbei werden mittels spezieller Puffer und dem Enzym Proteinase K die
Zellen lysiert und die Nukleinsa¨uren stabilisiert. Die DNA bindet dann spezifisch an die
QIAamp Silika-Gel Membran der Sa¨ule. Durch entsprechende Salz und pH-Konditionen
ko¨nnen Proteine und andere Kontaminanten nicht an die Sa¨ule binden und passieren die-
se. Weitere Waschschritte entfernen PCR Inhibitoren wie divalente Kationen und u¨brige
Proteine. Die gereinigte DNA kann anschließend mit Wasser eluiert werden [85].
2.2.17.2. Durchfu¨hrung
Bis zu 5×106 Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1200 rpm fu¨r 5 min pelletiert. Der
U¨berstand wurde dekantiert und das Pellet in 200µl PBS aufgenommen. Nach Zugabe von
25µl Proteinase K und 200µl AL Puffer wurden die Zellen bei 56 °C fu¨r 10 min inkubiert.
Es wurden 200µl Ethanol (96%) zugefu¨gt und gemischt. Danach wurde der Ansatz auf die
Sa¨ule u¨berfu¨hrt. Die anschließenden Waschschritte wurden nach Angaben des Herstellers
durchgefu¨hrt. Die DNA wurde mit 100µl Wasser eluiert.
2.2.18. Isolierung von RNA mittels TRIzol
2.2.18.1. Prinzip
Bei der Isolierung von RNA ist es wichtig, die sehr stabilen RNasen mo¨glichst schnell von
der RNA zu trennen. TRIzol ist eine einphasige Lo¨sung aus Phenol und Guanidinisothio-
cyanat. Es erha¨lt die Integrita¨t der RNA, wa¨hrend Zellen zersto¨rt und Zellbestandteile
gelo¨st werden. Guanidinisothiocyanat lysiert die Zellen durch seinen chaotropen Charak-
ter und inaktiviert gleichzeitig RNasen und andere Enzyme. Im Phenol lo¨sen sich DNA
und Proteine. Nach Zugabe von Chloroform und anschießender Zentrifugation trennt sich
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die Lo¨sung in eine wa¨ssrige und eine organische Phase. Nach dem Transfer der wa¨ssrigen
Phase in Isopropanol kann die RNA durch Zentrifugation gefa¨llt werden. Durch abschlie-
ßendes Waschen mit 75%-igem Ethanol werden Salz- und Isopropanolreste entfernt.
2.2.18.2. Durchfu¨hrung
1-10×106 Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1200 rpm, 5 min pelletiert und anschlie-
ßend mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 800µl TRIzol resuspendiert und fu¨r
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 160µl Chloroform wurde die Lo¨-
sung gru¨ndlich durch vortexen gemischt und fu¨r 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte die Zentrifugation fu¨r 15 min bei 13000 rpm und 10 °C. Danach wurde die obere
Phase (420µl) in 280µl Isopropanol u¨berfu¨hrt. Nach einer 15 minu¨tigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA durch eine 30 minu¨tige Zentrifugation bei 13000 rpm,
10 °C gefa¨llt. Der U¨berstand wurde verworfen und das Pellet zwei mal mit 75%-igem Etha-
nol gewaschen. Nach einer kurzen Trocknung des Pellets bei Raumtemperatur wurde die
RNA in Tris-EDTA resuspendiert.
2.2.19. Konzentrationsbestimmung von gelo¨ster DNA/RNA
2.2.19.1. Prinzip
Die Konzentration von Nukleinsa¨uren kann photometrisch bei einer Wellenla¨nge von
260 nm bestimmt werden. Die Basen der Nukleinsa¨uren enthalten aromatische Ringe, die
fu¨r die Absorption von Licht im UV-Bereich verantwortlich sind. Aus der Extinktion der
Lo¨sung kann die Konzentration bestimmt werden. 1 OD260 nm entspricht 50µg/ml dsDNA,
40µg/ml RNA und 33µg/ml ssDNA. Fu¨r die Messung wird die Nukleinsa¨ure in Wasser
oder Tris-EDTA gelo¨st und ggf. verdu¨nnt. Die Reinheit von Nukleinsa¨urelo¨sungen ist am
Quotient der OD260/ OD280 (Ratio 260/280) messbar. Die aromatischen Aminosa¨urereste
in den Proteinen verursachen eine Absorption bei 280 nm und lassen somit Ru¨ckschlu¨sse
auf die Reinheit der DNA bzw. RNA zu. Fu¨r reine DNA-Lo¨sungen sollte der Quotient
OD260 nm/ OD280 nm bei ca. 1,8, fu¨r reine RNA-Lo¨sungen bei ca. 2 liegen.
54
2.3. Zellbiologische Methoden
2.2.19.2. Durchfu¨hrung DNA
Alle Messungen wurden in einer Quartzku¨vette durchgefu¨hrt. Ein Aliquot der Probe wur-
de 1:100 mit Wasser verdu¨nnt. Am Photometer wurde zuerst ein Blindwert mit Was-
ser erstellt und danach die DNA-Proben gemessen. Die Konzentration und der Quotient
OD260 nm/ OD280 nm wurden bestimmt.
2.2.19.3. Durchfu¨hrung RNA
Die Konzentration und Reinheit von RNA-Proben wurde mittels NanoDrop bestimmt.
Die Quotienten OD260 nm/ OD280 nm und OD230 nm/ OD280 nm wurden zur Qualita¨tsanalyse
herangezogen.
2.3. Zellbiologische Methoden
2.3.1. Kultivierung humaner/muriner Zelllinien
2.3.1.1. Prinzip
Mithilfe der Zellkultur lassen sich Zellzyklus und viele andere Aktivita¨ten von Zellen unter
definierten Bedingungen untersuchen. Man kann viele verschiedene Tier- und Pflanzenzel-
len dem Organismus entnehmen und in einer ku¨nstlichen Umgebung studieren. Daneben
gibt es eine Reihe standardisierter Zelllinien aus verschiedensten Geweben fu¨r spezielle
Anwendungen. Die Zellen werden in definierten Medien von Glukose, Salzen, Aminosa¨u-
ren und Vitaminen kultiviert. Je nach Zelltyp erga¨nzt man das Medium mit weiteren
Komponenten wie zum Beispiel Serum, Wachstumfaktoren oder Spurenelementen. [76]
2.3.1.2. Durchfu¨hrung
Die adha¨renten Zelllinien HuH-7 und 293 wurden in DMEM, 1000 U/ml Penicil-
lin/Streptomycin und 10% hitzeinaktiviertem FCS kultiviert. Die verwendeten Suspen-
sionzelllinen Kasumi-1, U937, K562 und 32D∆trkA wurden in RPM1-1640, 1000 U/ml
Penicillin/Streptomycin und 10% hitzeinaktiviertem FCS kultiviert. 32D-ctrl Zellen wur-
den in WEHI-3B konditioniertem (10%) RPMI-1640, 1000 U/ml Penicillin/Streptomycin
55
Kapitel 2. Materialien und Methoden
und 10% hitzeinaktiviertem FCS kultiviert. Die Zellen wurden bei einer Temperatur von
37 °C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 gehalten.
Zum Passagieren wurden die Suspensionszellen in der Za¨hlkammer geza¨hlt. Anschließend
wurden die Zellen zu 2×105/ml in frischem Medium ausgesa¨t. 32D-ctrl und 32D∆trkA
wurden zu 1×105/ml in frischem Medium ausgesa¨t.
293 wurden durch Klopfen an der Kulturflasche von dieser gelo¨st, resuspendiert und nach
dem Za¨hlen mit einer Zellzahl von 0,02×106/cm2 in frischen Medium ausgesa¨t. HuH-7
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, nachdem das Medium entfernt wurde. An-
schließend wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (0,05%, 0,02%) u¨berschichtet. Nach
einer Inkubation bei 37 °C fu¨r ca. 5 min wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom
Boden der Flasche gelo¨st und sofort in FCS-haltigem Medium aufgenommen und geza¨hlt.
Anschließend wurden die Zellen zu 0,02×106/cm2 in frischen Medium ausgesa¨t.
Zur Bestimmung der Zellzahl mittels Trypanblau wurden 10µl der Zellsuspension mit 10µl
0,4% Trypanblau gemischt und in einer Neubauer Za¨hlkammer geza¨hlt. Das Trypanblau
diffundiert durch die zersto¨rten Zellmembranen von toten Zellen und fa¨rbt diese blau.
2.3.2. Kyrokonservierung von Zellen
2.3.2.1. Prinzip
Da Altern und Differenzierungen in der laufenden Zellkultur oft ein Problem darstellen,
kann man durch die Kyrokonservierung von Zellen den Erhalt einer homogenen Aus-
gangspopulation sichern. Dies ist, im Vergleich zur Zellkultur, mit geringem Aufwand
verbunden. Ein wesentliches Problem der Kyrokonservierung besteht jedoch in der Bil-
dung von Eiskristallen im Medium bei ca. -5 °C, wa¨hrend die Zellbestandteile bei diesen
Temperaturen noch nicht gefroren sind. Erniedrigt man die Temperatur nun schnell, ge-
frieren auch diese Bestandteile und die Zellen nehmen Schaden. Daher ist ein langsames
Einfrieren fu¨r das U¨berleben der Zellen wichtig. Intrazellula¨res Wasser diffundiert aus den
Zellen und gefriert außerhalb. Es wird daher empfohlen die Temperatur um 1 °C pro Mi-
nute zu senken. Als kyroprotektives Agenz wird DMSO in einer Konzentration von 10%
zum Einfriermedium gegeben [86].
Das Auftauen der Zellen sollte zu¨gig erfolgen, um die Bildung von Eiskristallen wa¨hrend
der Rehydrierung zu vermeiden. Sobald die Zellsuspension verflu¨ssigt ist, muss das toxische
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DMSO heraus gewaschen werden.
2.3.2.2. Durchfu¨hrung
Zum Einfrieren der Zellen werden diese pelletiert und in Einfriermedium (RPMI, 10%
DMSO, 20% FCS) zu einer Zellzahl von 1×106 bis 1×107 aufgenommen. Es wurden jeweils
1-1,5 ml der Zellsuspension in Kyroro¨hrchen gefu¨llt und in speziellen Einfierboxen u¨ber
Nacht bei -80 °C eingefroren. Fu¨r die Langzeitlagerung wurden die Zellen in flu¨ssigen
Stickstoff u¨berfu¨hrt.
Das Auftauen der eingefrorenen Zellen erfolgte schnell bei 37 °C. Anschließend wurde
die Zellsuspension direkt in ein 15 ml Ro¨hrchen mit RPMI, 10% FCS gegeben und bei
750 rpm fu¨r 5 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in entsprechender Zelldichte
und Medium mit 20% FCS aufgenommen und bei 37 °C kultiviert. Am folgenden Tag
wurden die Zellen einmal gewaschen, um erste tote Zellen aus der Kultur zu entfernen.
2.3.3. Behandlung mit RAD001/ Rapamycin
2.3.3.1. Prinzip
RAD001 und Rapamycin sind Makrolid-Antibiotika mit immunsuppressiven Eigenschaf-
ten. Diese Medikamente inhibieren mTOR, jedoch nur, wenn es mit Raptor im mTORC1
Komplex vorliegt. TSA (Trichostatin A) ist ein Histondeacetylase-Inhibitor (HDACI).
HDACIs modifizieren die Chromatinstruktur und erho¨hen so die Erreichbarkeit von Pro-
motorstrukturen. Dies fu¨hrt zu einer erho¨hten Transkription [87]. Sasaki et. al haben
gezeigt, dass TSA in Kasumi-1 die Proliferation bei Konzentrationen von 10-20 ng/ml
hemmt [88]. Weiterhin konnten Nishioka et al. zeigen, dass RAD001 die Effekte von HDA-
CIs auf AML Zellen versta¨rken kann [87]. Daher wurden fu¨r einzelne Experimente TSA
und RAD001/Rapamycin gemeinsam eingesetzt.
2.3.3.2. Durchfu¨hrung
HuH-7 wurden zur Analyse der Effekte von RAD001/Rapamycin in Triplikat zu 6000
Zellen/Well in eine 96-Well Platte ausgesa¨t. Nachdem die Zellen am Boden angeheftet
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waren, wurden die Zellen mit RAD001/Rapamycin in Konzentrationen von 0,5-100 nM
behandelt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO behandelt. Die Effekte wurden
nach 24 h mittels BrdU-Assay analysiert.
Suspensionszellen wurden zu 2×105/ml in einer 48-Well Platte ausgesa¨t. Es wurden ent-
sprechende Konzentrationen von RAD001/Rapamycin und 0 oder 25 ng/ml TSA zugefu¨gt.
Als Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO behandelt. Die Zellzahl wurde nach 24 h mit-
tels Trypanblau-Ausschluß bestimmt.
2.3.4. BrdU Zellproliferationsassay
2.3.4.1. Prinzip
Bromodesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon des Nukleotids Thymidin. Durch
Zugabe dieser Substanz zur Zellkultur wird BrdU anstelle des Thymidins wa¨hrend der
S-Phase des Zellzyklus in die DNA proliferierender Zellen eingebaut. Nach einer Fixie-
rung und Denaturierung der Zellen kann mithilfe spezieller Peroxidase konjugierter An-
tiko¨rper, die gegen dass BrdU gerichtet sind, die stattgefundene DNA-Synthese immun-
histochemisch nachgewiesen werden. Durch Zugabe entsprechender Substrate kann die
Reaktion dann mittels ELISA-Reader ausgewertet und so die relative Proliferation der
Zellen bestimmt werden. Das BrdU weist somit direkt die Proliferation der Zellen nach
und bestimmt diese nicht indirekt, wie z.B. ein MTT Assay, das die metabolische Akti-
vita¨t der Zellen misst. Somit ist das BrdU Assay ein a¨ußerst sensitives Instrument zur
Proliferationsanalyse.
2.3.4.2. Durchfu¨hrung
Zur Bestimmung der Proliferation von adha¨renten Zellen wurde das Cell Proliferation ELI-
SA, BrdU (colorimetric) Assay verwendet. Die Durchfu¨hrung orientierte sich an den Her-
stellerangaben. Die adha¨renten HuH-7 Zellen wurden zu 6000 Zellen/ Well in eine 96-Well
Platte in Triplikat ausgesa¨t. Nachdem die Zellen an die Oberfla¨che der Platte angeheftet
waren, wurden sie entweder mit Medikamenten, bzw. entsprechenden Placebo-Kontrollen
behandelt oder direkt das BrdU Assay durchgefu¨hrt. Das BrdU wurde zu den Zellen ge-
geben und die Zellen fu¨r 5 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium von den
Zellen durch Absaugen entfernt. Durch Zugabe der FixDenat Lo¨sung fu¨r 30 min, wurden
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die Zellen bei Raumtemperatur fixiert. Nach dem Entfernen der FixDenat Lo¨sung wurde
der Anti-BrdU-POD Antiko¨rper zugefu¨gt und fu¨r 90 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen 3× mit PBS gewaschen, bevor die TMB-Substratlo¨sung
zugegeben wurde. Je nach Dauer der Farbentwicklung wurde nach 5-15 min die Absorption
bei 370 nm gemessen.
2.3.5. Generierung lentiviraler U¨bersta¨nde
2.3.5.1. Prinzip
Lentivirale U¨bersta¨nde werden durch eine transiente Ko-Transfektion dreier Plasmide
in 293 Zellen produziert: (i) ein Verpackungsplasmid, (ii) ein Hu¨llplasmid und (iii) ein
Transgenplasmid (s. S. 13, vgl. Abb.1.3, S. 14).
2.3.5.2. Durchfu¨hrung
Drei Tage vor Transfektionsbeginn wurden 4×106 293 Zellen in einer mit Poly-L-Lysin
(0,01%- Lo¨sung) beschichteten 175 cm2 Flasche, in 25 ml DMEM ausgesa¨t. Die subkon-
fluente Kultur wurde dann mit 40µg lentiviralem Transgenplasmid, 30µg Verpackungs-
plasmid und 20µg Hu¨llplasmid mithilfe der Kalziumphosphatmethode transfiziert. Dazu
wurden die Plasmide mit 122µl CaCl2 (2 M) versetzt und auf 2 ml mit Wasser aufgefu¨llt.
Die DNA-Mischung wurde tro¨pfchenweise unter Luftblasenbildung in 2 ml HBS-Puffer
(2×HBS: 50 mM HEPES, 1,5 mM Na2HPO4, 280 mM NaCl, pH 6,95-7,0) gegeben und fu¨r
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das verbrauchte Medium wurde von den Zellen
entfernt und durch 12 ml DMEM supplementiert mit 0,033% Chloroquin ersetzt, um die
Effizienz der Transfektion zu erho¨hen. Chloroquin hemmt die lysosomalen DNasen, indem
es den pH-Wert innerhalb der Vesikel neutralisiert. Das DNA-Pra¨zipitat wurde dann zu
den Zellen gegeben. Nach 8 h wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und zur Steige-
rung der Expression mit Natriumbutyrat (1%-ige Lo¨sung) fu¨r weitere 16 h induziert. Nach
dieser Zeit wurde das Medium durch RPMI ersetzt. Der lentivirale U¨berstand wurde nach
weiteren 24 h gesammelt und durch einen 0,45µm Filter filtriert, um Zellbestandteile zu
entfernen. Anschließend wurden die Viruspartikel durch Zentrifugation bei 10 °C, 10000×g
fu¨r 16 h konzentriert. Die Virusu¨bersta¨nde wurden getitert und bei -80 °C gelagert.
Zur Bestimmung des Virustiters wurde eine 1:2 Verdu¨nnungsreihe, beginnend bei 4µl
Virus bis 0,03µl, in eine 96-Well Platte vorgelegt. Dann wurden 1×105 Kasumi-1 Zellen
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und 4µg/ml Polybrene zugefu¨gt. Der Ansatz wurde fu¨r 90 min bei 2500 rpm und 32 °C
spinokuliert und anschließend bei 37 °C u¨ber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde
der Ansatz in eine 48-Well Platte mit einem Endvolumen von 1 ml u¨berfu¨hrt. Am Tag
4 nach der Transduktion wurde die Effizienz durchflusszytometrisch, durch Analyse der
GFP Expression, bestimmt. Die Anzahl GFP-positiver Zellen wurde in Relation zur ein-
gesetzten Virusmenge gesetzt. Die Viruspartikel pro ml konzentriertem Virusu¨berstand
konnte so kalkuliert werden. Durchschnittlich wurde ein Virustiter von 7×108 erreicht.
2.3.6. Transduktion humaner/muriner Zelllinien
2.3.6.1. Prinzip
Bei der Transduktion bringt ein Virus das Zielgen in die Zellen ein. Ein wesentlicher Vorteil
der Transduktion gegenu¨ber einer transienten Transfektion ist die stabile Integration des
Virus, und damit der Transfergene, in das Genom der Zielzelle. Dadurch erzielt man eine
stabile Genexpression u¨ber einen langen Zeitraum.
Zur Transduktion von Zellen gibt man eine bestimmte Menge viraler Partikel zur Zellkul-
tur. Die MOI (Multiplicity of Infection) gibt das Verha¨ltnis der Viruspartikel pro Zelle an.
Zur Erho¨hung der Transduktionseffizienz kann man die viralen Partikel auf die Zellen spi-
nokulieren. Des Weiteren erho¨ht die Zugabe von Polybrene zum Transduktionsansatz die
Transduktionseffizienz. Polybrene ist ein Polykation, das die Ladung auf der Zelloberfla¨che
abschirmt und dadurch das Eindringen des Virus in die Zelle erleichtert.
2.3.6.2. Durchfu¨hrung
Zur Transduktion von Kasumi-1 Zellen wurden 5×105 Zellen/500µl in einer 48-Well Platte
ausgesa¨t. K562 Zellen wurden zu 7,5×105 Zellen/1 ml in einer 24-Well Platte ausgesa¨t. Es
wurden 4µg/ml Polybrene und Viruspartikel in einer MOI von 2 zugefu¨gt. Anschließend
wurden die Zellen fu¨r 90 min bei 2500 rpm und 32 °C spinokuliert. Nach einer Inkubation
fu¨r 16 h bei 37 °C wurden die Zellen zu 2×105/ ml ausgesa¨t. Die Analyse der Transduk-
tionseffizienz erfolgte am Tag 4 nach Transduktion. Hierzu wurde der prozentuale Anteil
GFP-positiver Zellen sowie die mittlere Fluoreszenzintensita¨t (MFI) durchflusszytome-
trisch bestimmt.
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32D-ctrl und 32D∆trkA Zellen wurden zu 1,5×105 Zellen/ 150µl in einer 96-Well Platte
ausgesa¨t. Es wurden 4µg/ml Polybrene und Viruspartikel in einer MOI von 4 zugefu¨gt.
Nach einer Inkubation fu¨r 16 h bei 37 °C, 5 % CO2 wurden die Zellen zu 1×105/ ml aus-
gesa¨t. Die Analyse der Transduktionseffizienz erfolgte am Tag 4 nach Transduktion.
Zur Transduktion von HuH-7 Zellen wurden diese am Morgen der Transduktion mit ei-
ner Zelldichte von 0,5×106/cm2 ausgesa¨t. Am Abend wurde das Medium durch frisches
Medium mit 4µg/ml Polybrene ersetzt. Der Virus wurde in einer MOI von 2 zugefu¨gt.
Am folgenden Tag wurden die Zellen gewaschen und bei einer Zelldichte von 0,05×106/
cm2 kultiviert. Die Analyse der Transduktionseffizienz erfolgte ebenfalls durchflusszyto-
metrisch am Tag 4 nach Transduktion.
2.3.7. Transfektion durch Lipofektion
2.3.7.1. Prinzip
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zel-
len. Man bedient sich dazu verschiedener Methoden. Neben der Elektroporation und der
Kalziumphosphat-Pra¨zipitation ist die Lipofektion ein ha¨ufig genutztes Werkzeug. Hierbei
wird Fremd-DNA mithilfe von Liposomen in die Zelle gebracht. Dazu wird die DNA mit
einer kationischen Lipidlo¨sung inkubiert. Es bilden sich DNA-Lipid-Komplexe, die leicht
mit der Zellmembran fusionieren und von den Zellen aufgenommen werden ko¨nnen. Neben
einer transienten Transfektion, bei der die in die Zelle gebrachte DNA nicht in das Genom
der Zelle eingebaut wird, kann man durch den Gebrauch von Selektionsgenen auch stabile
Effekte erzielen. Als Selektionsgene nutzt man ha¨ufig Antibiotika wie Hygromycin oder
Puromycin, um transfizierte Zellen in Antiobiotika-haltigem Medium zu selektionieren.
2.3.7.2. Durchfu¨hrung
Zur Lipofektion von 293 Zellen wurden 1×105 je Well in einer 24-Well Platte ausgesa¨t.
Nach dem Adha¨rieren der Zellen sollten diese zu ca. 70% konfluent sein. Zur Transfektion
wurde Lipofectamine 2000 nach den Herstellerangaben verwendet. Soweit nicht anders
beschrieben wurden 100 nM Oligonukleotid oder 0,5µg Plasmid in 50µl Medium ohne
FCS mit 2µl Lipofectamine 2000 in 50µl Medium ohne FCS vermischt und fu¨r 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wurde vorsichtig von den Zellen abgesaugt und
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durch 400µl frisches Medium ersetzt. Dann wurde der Lipofektionsansatz tro¨pfchenweise
zu den Zellen pipettiert.
2.3.8. Luziferase Assay
2.3.8.1. Prinzip
Um Interaktionen zwischen biologischen Moleku¨len zu detektieren bedient man sich ha¨u-
fig eines Reportergen Assay. Hierbei reagiert ein Moleku¨l von Interesse mit einem Zielgen,
das mit einem Reportergen (oft Luziferase) fusioniert ist. Diese Interaktion resultiert in
einer Degradation des Reporters, welche quantifiziert werden kann. Als Normalisierungs-
kontrolle dient in diesem System ein Co-Reporter. Mit dessen Hilfe kann man zwischen
spezifischen und unspezifischen zellula¨ren Antworten unterscheiden und Transfektionsef-
fizienzen normalisieren. Firefly und Renilla Luziferasen sind ha¨ufig genutzte Reporter.
Firefly Luziferase ist ein 61 kDa und Renilla Luziferase ein 36 kDa Protein. In Anwesen-
heit von Luziferin reagieren diese Luziferasen mit Sauerstoff zu energiereichen, instabilien
Dioetanen. Beim Zerfall dieser Substanzen kommt es zur Biolumineszenz. Im Gegensatz
zur Firefly Luziferase beno¨tigt die Renilla Luziferase kein ATP fu¨r die Reaktion.
Die Verwendung des Plasmids psiCHECK-2 ermo¨glicht ein einfaches Beobachten des RNAi
Effektes. Durch die Initiierung des RNAi Prozesses wird das, an das Reportergen fusionier-
te Zielgen zerschnitten und abgebaut. Dies fu¨hrt zur Reduktion der Luziferase Aktivita¨t
(vgl. S. 49). Auf diese Weise kann man direkte miRNA:mRNA Interaktionen untersuchen.
2.3.8.2. Durchfu¨hrung
In einer 24-Well Platte wurden 1×105 Zellen 293 ausgesa¨t und nach folgendem Schema
lipofiziert.
Ansatz fu¨r Lipofektion
Ansatz Plasmid 1 Plasmid 2
A psiCHECK-2 S-miR30-ctrl-IEW
B psiCHECK-2 S-miR30-miR100-IEW
C psiCHECK-2-Targetsite S-miR30-ctrl-IEW
D psiCHECK-2-Targetsite S-miR30-miR100-IEW
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Da Lipofectamin toxische Eigenschaften hat, wurde das Medium ca. 7 h nach der Lipo-
fektion durch frisches Medium ersetzt. Nach weiteren 24 h wurde das Luziferase Assay
durchgefu¨hrt. Es wurde das Dual-Glo Luciferase Assay System verwendet.
Das Medium wurde von den Zellen entfernt und durch 200µl einer 1:1 Mischung DMEM
ohne FCS und Luziferase Reagenz ersetzt. Nach ca. 10 min wurden 150µl der lysierten
Zellen in eine schwarze 96-Well Flachbodenplatte u¨berfu¨hrt, um die Firefly Luziferaseak-
tivita¨t zu messen. Dies erfolgte mit dem Mithras Multiplatereader der Firma Berthold.
Nach Messung der Firefly Luziferase wurde durch Zufu¨gen von 75µl STOP-Reagenz und
Renilla Substrat die Firefly Reaktion gestoppt und die Renilla Reaktion eingeleitet. Die
Biolumineszenz wurde nach 10 min gemessen.
2.3.9. Durchflusszytometrie
2.3.9.1. Prinzip
Die Durchflusszytometrie, auch als FACS (fluorescence-activated cell sorting) bezeichnet,
ist im wesentlichen die Analyse optischer Eigenschaften einzelner Zellen. Eine Zellsuspen-
sion wird als Flu¨ssigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl geleitet. Das Durchflusszytometer
misst, wie einzelne Zellen das Licht reflektieren, absorbieren oder welche Fluoreszenzen
sie emittieren. Dazu gibt es verschiedene Parameter. Ein wesentlicher ist das Streulicht.
Je nachdem in welchem Winkel man das Streulicht misst, erha¨lt man unterschiedliche
Informationen der Zelle. Das Vorwa¨rtsstreulicht (FSC= forward scatter) ha¨ngt von der
Gro¨ße einer Zelle ab. Kleine Zellen verursachen ein kleines Vorwa¨rtsstreulichtsignal, große
Zellen erzeugen große Signale. Neben dieser Analyse im flachen Winkel zum Laserstrahl
wird das Seitwa¨rtsstreulicht (SSC= sidewards scatter) im rechten Winkel zum eintreten-
den Laserstrahl gemessen. Der SSC ha¨ngt neben der Gro¨ße der Zellen auch stark von ihrer
Granulita¨t ab. Die Ergebnisse einer solchen Analyse ko¨nnen in einem Dot-Blot dargestellt
werden. Man kann durch Auftragen von FSC (x-Achse) und SSC (y-Achse) verschiedene
Zellpopulationen analysieren.
Eine weitere Mo¨glichkeit des Durchflusszytometer ist die Analyse der fluoreszierenden
Eigenschaften von Zellen. Je nach Gera¨t kann man bis zu 5 verschiedene Fluoreszenzen
messen. Durch verschiedene Laser werden die Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission angeregt.
Die so entstandenen Signale werden dann gemessen. Mit dieser Methode kann man z.B. die
Oberfla¨chenproteine, sogenannte cluster of differentiation (CD), der Zellen untersuchen.
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Mittels speziellen, gegen bestimmte Oberfla¨chenproteine gerichteten, fluoreszenzmarkier-
ten Antiko¨rpern kann man den Zellen einen bestimmten Differenzierungsstatus zuord-
nen. Eine andere Mo¨glichkeit der Anwendung ist die Auswertung einer Propidiumiodid-
Fa¨rbung (PI). PI gelangt durch die perforierte Zellmembran toter Zellen in diese und
interkaliert dort mit der DNA. Die Menge interkalierten PIs ist somit ein Maß fu¨r die
Zahl nicht vitaler Zellen. PI hat ein Emissionsmaximum von 617 nm.
2.3.9.2. Durchfu¨hrung
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und dann in entsprechende FACS-Ro¨hrchen
u¨berfu¨hrt. Zur Bestimmung der GFP Expression wurden die Zellen direkt mittels FACS
analysiert, nachdem die Grundeinstellungen mit einer Wildtyp-Zelllinie eingestellt wur-
den.
Fu¨r die PI-Fa¨rbung von Zellen wurden diese direkt aus der Zellkultur genommen und 1:1
mit PI gemischt. Ein zusa¨tzliches Waschen wu¨rde nicht vitale Zellen aus der zu untersu-
chenden Probe entfernen und das Ergebnis verfa¨lschen.
Am Durchflusszytometer wurden zuerst FSC und SSC so eingestellt, dass die Zellen mittig
in einem Gate lagen. Danach wurden die Fluoreszenzen eingestellt und logarithmisch
gemessen.
2.4. Proteinbiochemische Methoden
2.4.1. Herstellung von Gesamtzell-Lysaten
2.4.1.1. Prinzip
Zur Herstellung von Gesamtzell-Lysaten werden die Zellen in entsprechenden Lysispuf-
fern aufgenommen. Diese sind zusa¨tzlich mit verschiedenen Proteaseinhibitoren versetzt,
um die Proteine zu stabilisieren. Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ist ein irreversibler
Inhibitor von Serinproteasen. Nartiumfluorid inhibiert Serin- und Threoninphosphatasen.
Natriumorthovanadat wirkt als Inhibitor von Tyrosin- und alkalischen Phosphatasen. Der
Calpain Inhibitor I ALLN inhibiert nicht-lysomale Cystein Proteasen. MG-132 reduziert
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die Degradation von Ubiquitin assoziierten Proteinen. Weiterhin gibt es Protease Inhibitor
Cocktails, die ein weites Spektrum verschiedenster Proteasen inhibieren.
2.4.1.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die Proteinextraktion wurden ca. 1×107 Zellen bei 10 °C, 1200 rpm fu¨r 5 min pelletiert.
Der U¨berstand wurde verworfen und das Pellet mit 10 ml kaltem PBS, 1 mM Natriumor-
thovanadat resuspendiert und erneut zentrifugiert. Zur Lyse der Zellen wurde das Pellet
je nach Gro¨ße in 50-150µl Tris-Lysispuffer resuspendiert und fu¨r 15-30 min auf Eis inku-
biert. Danach wurden unlo¨sliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 10 °C
fu¨r 15 min abgetrennt und der U¨berstand in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Die
Proteinlysate wurden zur Lagerung bei -80 °C eingefroren.
Zusammensetzung des Tris-Lysispuffer
RIPA Zusa¨tze
50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 1× Protease Inhibitor Cocktail III
150 mM NaCl 2 mM PMSF
5 mM EDTA 25 mM NaF
1% Triton X-100 5 mM TSPP
0,5% Na-Deoxychalat 5 mM Na3VO4
0,1% SDS 25 µM ALLN
40 µM MG-132
2.4.2. Proteinbestimmung nach Bradford
2.4.2.1. Prinzip
Das Bradfordassay ist eine colorimetrische Methode zur Bestimmung von Proteinkonzen-
trationen. Durch hydrophobe und andere Wechselwirkungen bindet der Triarylmethan-
farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 an die Proteine. Der Farbstoff bindet vor allem
basische und aromatische Aminosa¨urereste, wie z.B. Arginin. Dadurch verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm [89]. Das Bradfordassay ist
u¨ber einen weiten Bereich nutzbar und kann Proteinkonzentrationen im µg Bereich erfas-
sen.
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2.4.2.2. Durchfu¨hrung
Die Proteinbestimmung wurde in einem Volumen von 100µl in einer 96-Well Platte durch-
gefu¨hrt. Dazu wurden die zu untersuchenden Proben 1:10 mit Wasser verdu¨nnt und in
einer 1:2 Verdu¨nnungsreihe analysiert. Ein mitgefu¨hrter BSA-Standard (3 mg/ml) wur-
de gleich behandelt. Nach Zugabe von 100µl Bradfordreagenz wurde die Extinktion bei
595 nm mithilfe eines ELISA-Readers gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben
wurden mithilfe einer BSA-Eichgerade bestimmt.
2.4.3. Sodiumdodecyl-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.4.3.1. Prinzip
Die SDS-PAGE ist eine besondere Form der Polyacrylamidgelelektrophorese. Neben der
Verwendung von Gelen auf Polyacrylamidbasis wird das zu untersuchende Proteinlysat in
einem Sodiumdodecylsulfat (SDS)-haltigem Puffer gelo¨st.
SDS ist ein anionisches Detergenz, dass mit einem konstantem Verha¨ltnis von 1,4 g/g
Protein an Proteine bindet und diese denaturiert. Es zersto¨rt alle nicht-kovalenten Bin-
dungen im Protein, welches dadurch Quarta¨r-, Tertia¨r- und Sekunda¨rstrukturen verliert.
Die starke negative Ladung des SDS u¨berdeckt die Eigenladung der Proteine, so dass man
ein konstantes Ladung/Masse Verha¨ltnis erha¨lt. Dadurch ergibt sich eine lineare Bezie-
hung zwischen dem Logarithmus der Molmasse und der elektrophoretischen Mobilita¨t der
Proteine.
Die Polymerisation von Acrylamid und Bisacrlyamid wird durch Ammoniumpersulfat
und Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator initiiert [89]. Um die Proteine
mit SDS zu beladen, werden diese in entsprechenden Ladepuffern mit 2 % SDS und 5 %
Mercaptoethanol aufgenommen und bei 95 °C denaturiert. 10 % Glycerol im Ladepuffer
erho¨ht die Dichte der Probe, so dass eine Vermischung mit dem Elektrodenpuffer beim
Auftragen der Proben vermieden werden kann.
2.4.3.2. Durchfu¨hrung
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde nach Scha¨gger durchgefu¨hrt [90]. Die Pro-
teine wurden zuna¨chst in einem niederprozentigem Sammelgel fokussiert und dann in
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einem ho¨herprozentigem Trenngel aufgetrennt. Zur Pra¨paration der Gele wurden vorge-
fertigte Plastikgelkassetten der Firma Invitrogen benutzt. Je nach Proteingro¨ße wurden
4-6 %-ige Sammelgele und 6-8 %-ige Trenngele verwendet.
Laufpuffer fu¨r Tricingele
Konzentration Substanz
3 M Tris
0,3% SDS
pH 8,45
Zusammensetzung der Polyacrylamidgele
Sammelgele Trenngele
10-15% (v/v) Acrylamid/Bis Solution 40% 15-20% (v/v) Acrylamid/Bis Solution 40%
25% (v/v) Laufpuffer fu¨r Tricine-Gele 13,3% (v/v) Glycerin
60-65% (v/v) ddH2O 33,3% (v/v) Laufpuffer fu¨r Tricine-Gele
33,3-38,3% (v/v) ddH2O
0,1% (w/v) APS 0,1% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED 0,1% (v/v) TEMED
Zuna¨chst wurde das Trenngel bis auf ca. 2 cm unterhalb des Randes in die Plastikgelkas-
sette gefu¨llt und mit Isopropanol u¨berschichtet. Nach vollsta¨ndiger Polymerisation wurde
das Isopropanol vorsichtig abgegossen und mit einem Filterpapier vollsta¨ndig entfernt.
Nun wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und sogleich der Kamm fu¨r die Gel-
taschen eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde das Gel in die Elektrophoresekammer
gesetzt welche mit Kathoden- und Anodenpuffer gefu¨llt wurde. Die Geltaschen wurden
nach dem Entfernen des Kamms mit Kathodenpuffer gespu¨lt.
Zusammensetzung der Puffer
Kathodenpuffer Anodenpuffer
1 M Tris-Base 0,5 M Tris-Base
0,5 M Tricine
0,5% (w/v) SDS
pH 8,9 pH 8,25
Es wurden Proteinmengen zwischen 75 und 100µg analysiert. Das entsprechende Volu-
men wurde mit 9µl NuPage Sample Reducing Agent und 1µl 10×NuPage LDS Sample
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Buffer gemischt und fu¨r 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach dem Abku¨hlen der Proben auf
Eis wurden diese in die Taschen des Geles gegeben. Zur Fokussierung der Proteine im
Sammelgel wurde fu¨r ca. 15 min eine Spannung von 7,5 V/cm angelegt. Danach wurde
die Elektrophorese bei einer Spannung von 20 V/cm durchgefu¨hrt, bis eine ausreichende
Trennung der Proteine erzielt war.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel vorsichtig aus der Plastikgelkassette entfernt und
die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.
2.4.4. Western Blot
2.4.4.1. Prinzip
Der Begriff Blotting umfasst im Allgemeinen den Transfer biologischer Proben von einem
Gel auf eine Membran und ihre anschließende Detektion auf der Oberfla¨che der Membran.
Die Methode des Western Blotting oder auch Immunoblotting wurde 1979 von Towbin be-
schrieben [91]. Hierbei werden Proteine, die u¨ber eine SDS-Polyacrylamidgelelektophorese
getrennt wurden durch Anlegen einer Spannung aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemem-
bran u¨bertragen. Die Proteine liegen dann immobilisiert als Spiegelbild des Gels auf der
Membran. Die Effizienz diese Transfers ha¨ngt von verschiedenen Faktoren ab. Zum einen
migrieren die Proteine unterschiedlich schnell aus dem Gel und binden unter bestimmten
Konditionen verschieden stark an die Membran. Zum anderen beeinflussen experimentel-
le Einstellungen wie z.B. die Konsistenz des Gel, die Dauer und Sta¨rke der angelegten
Spannung oder die Konstitution der Puffer den Transfer. Niedrigionische Puffer bei einer
niedrigen Stromsta¨rke bieten gute Bedingungen fu¨r einen Proteintransfer.
In einem na¨chsten Schritt wird die Membran
”
geblockt“, um unspezifische Antiko¨rper-
bindungen auf dieser zu vermeiden. Dies geschieht meist mit Milch oder speziellen Block-
Puffern. Nun ko¨nnen die Proteine u¨ber spezifische Antigen-Antiko¨rper Reaktionen detek-
tiert werden. Hierbei unterscheidet man zwischen direkter und indirekter Detektion. Wa¨h-
rend bei der direkten Detektion das Protein von Interesse mit einem Enzym-markierten
Antiko¨rper interagiert, wird bei der indirekten Detektion zuna¨chst ein prima¨rer Antiko¨rper
zugegeben, der das Antigen erkennt. Dann wird ein gegen, den ersten Antiko¨rper gerich-
teter, sekunda¨rer Enzym-markierter Antiko¨rper zugefu¨gt. Als Markierung ko¨nnen unter
anderem Meerettichperoxidase oder auch Alkalische Phosphatase genutzt werden, die nach
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Zugabe entsprechender Substrate detektierbare Signale liefern. Ein großer Vorteil der di-
rekten Detektion ist die Schnelligkeit der Methode, da nur ein Antiko¨rper genutzt wird.
Allerdings sind die Signale meist schwach und das Markieren jedes einzelnen Antiko¨rpers
ist zeitaufwendig und teuer. Hier wird der Vorteil der indirekten Detektion deutlich. Viele
prima¨re Antiko¨rper ko¨nnen in einer Spezies (z.B. rabbit) hergestellt werden. Fu¨r diese
wird dann nur ein markierter sekunda¨rer Antiko¨rper beno¨tigt (anti-rabbit). Des Weiteren
ist diese Methode sensitiver, da jeder Prima¨rantiko¨rper mehrere Sekunda¨rantiko¨rper an
verschiedenen Epitopen binden kann und so das Signal versta¨rkt wird.
2.4.4.2. Durchfu¨hrung
Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer getrennt und das Sammelgel ent-
fernt. Alle Bestandteile zum Aufbau des“Blottingsandwiches“ wurden in 1×Transferpuffer
getra¨nkt.
Zusammensetzung Transferpuffer
Konzentration Substanz
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
pH 8,3-8,4
Zuerst wurden zwei Schwa¨mme in die Blotkammer gelegt, dann folgten 2×3MM Whatman
Papiere. Auf diese wurde das Gel gebracht. Als na¨chstes folgte die Nitrocellulosemembran,
2×3MM Whatman Papiere und wieder zwei Schwa¨mme. Das “Blottingsandwich“ wurde
nun verschlossen, in die Blot-Kammer eingesetzt und mit Transferpuffer gefu¨llt. Zur Ku¨h-
lung wurde kaltes Wasser in den Außenraum der Kammer gegeben. Der Transfer wurde
fu¨r 2 h bei 35 V vollzogen. Anschließend wurde die Membran in speziellen Inkubationsbo-
xen unter Rotation fu¨r 1 h in 5 %-iger Magermilchlo¨sung inkubiert, um freie Bindungen
auf der Membran zu blockieren. Es folgte die Inkubation mit dem Prima¨rantiko¨rper in
entsprechender Verdu¨nnung in 5 %-iger Magermilchlo¨sung unter Rotation bei 4 °C u¨ber
Nacht. Danach wurde die Membran 3× fu¨r 15 min mit PBS-Tween-20-Puffer (0,05 %)
gewaschen, um u¨berschu¨ssigen Antiko¨rper zu entfernen. Der Sekunda¨rantiko¨rper wurde
wie oben beschrieben verdu¨nnt und fu¨r ca. 1 h bei Raumtemperatur unter Rotation mit
der Membran inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Membran 3× fu¨r 15 min mit PBS-
Tween-20-Puffer (0,05 %) gewaschen.
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Zum enzymatischen Nachweis der Antiko¨rperreaktion wurden die Amersham ECL-
Detektionslo¨sungen I und II im Verha¨ltnis 1:1 gemischt. Dieses ECL-Gemisch wurde dann
zur Membran gegeben und fu¨r zwei Minuten im Dunkeln geschwenkt. Dabei reagiert das
an den Sekunda¨rantiko¨rper gebundene Peroxidaseenzym mit dem im ECL enthaltenden
Wasserstoffperoxid. Hierdurch kommt es zu einer A¨nderung der Ringkonformation des Lu-
minols, ebenfalls im ECL-Gemisch enthalten, und letztlich zur Lichtemission. Ein Ro¨nt-
genfilm wurde dann in der Dunkelkammer auf die Membran gelegt und die Filmkassette
verschlossen. Je nach zu detektierendem Protein und verwendetem Antiko¨rper wurde der
Film fu¨r 0,5-15 min exponiert und mittels Filmentwicklungsmaschine entwickelt. Zur ex-
akten Quantifizierung der Banden wurde die Membran anschließend mit dem VersaDoc
MP Imaging System gescannt und mit der Quantity One Software quantifiziert.
2.5. In-Silico Analysen
2.5.1. Statistische Analysen mittels R und Bioconductor
2.5.1.1. Prinzip
Fu¨r einen statistischen Test ist zuna¨chst die Formulierung einer Nullhypothese (H0), einer
Aussage u¨ber die Gleichheit zweier Zusta¨nde, no¨tig. Die Alternativhypothese (H1) ist die
Formulierung u¨ber den Unterschied bezu¨glich einer Fragestellung. Da es fu¨r jede Frage-
stellung unmo¨glich ist die Grundgesamtheit zu betrachten, beschra¨nkt man sich auf eine
Zufallsstichprobe. Diese wird dann jeweils aus der Grundgesamtheit gezogen. Als na¨chs-
tes wird ein Effektmaß fu¨r jede Zufallsstichprobe gescha¨tzt. Dies kann z.B. der Mittelwert
oder der Median sein. Zur U¨berpru¨fung, ob zwei gezogene Zufallstichproben derselben
Grundgesamtheit angeho¨ren, nutzt man als Teststatistik den t-Test. Hierbei u¨berpru¨ft
man die Unterschiede zwischen zwei Gruppen indem man auf den Standardfehler der
Differenz dieser Gruppen normiert.
t = Differenz der StichprobenmittelwerteStandardfehler der Differenz der Stichprobenmittelwerte
t = x−y√
S2x−S2y
Wenn x und y aus derselben Grundgesamtheit stammen, also die Nullhypothese wahr ist,
dann sind die Varianzen S2x und S
2
y Scha¨tzer fu¨r die Varianz δ
2 der Grundgesamtheit. Der t-
Wert ist somit abha¨ngig vom Unterschied zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen und
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den Elementen, die fu¨r die Stichprobe herangezogen wurden. Daraus folgt, wenn t klein
ist, dann stammen die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit [92] [93].
Fu¨r diese Art der Analyse ist das Festlegen einer Irrtumswahrscheinlichkeit α, das Signifi-
kanzniveau, no¨tig. Hierbei soll der Fehler 1. Art, na¨mlich das die Nullhypothese abgelehnt
wird, obwohl sie richtig ist, begrenzt werden. Ha¨ufig gewa¨hlte Niveaus sind α = 0, 05 oder
α = 0, 01. Das besagt, dass zu 99,95% bzw. 99,99% die Ablehnung der Nullhypothese den
wahren Zustand wiederspiegelt. Der p-Wert steht in engem Zusammenhang mit dem Si-
gnifikanzniveau. Er spiegelt die Wahrscheinlichkeit wieder, dass, unter der Annahme, die
Nullhypothese sei wahr, die Teststatistik den beobachteten oder einen extremeren Wert
annimmt. U¨blicherweise legt man fu¨r einen Test zuna¨chst das Signifikanzniveau α fest.
Die Nullhypothese wird dann verworfen, wenn der sogenannte p-Wert kleiner oder gleich
α ist. Ein kleiner p-Wert spricht somit fu¨r die statistische Signifikanz der Ergebnisse und
fu¨hrt zur Annahme der Alternativhypothese. Der p-Wert ha¨ngt von der Sta¨rke des be-
obachteten Effektes, der Variabilita¨t der Daten und der Gro¨ße der Stichprobe ab. Daher
liefern große Stichproben oft sehr kleine p-Werte. Weiterhin muss man beachten, dass der
p-Wert nur eine Aussage daru¨ber macht, ob ein Unterschied vorliegt, nicht wie groß dieser
ist [92] [93].
Der t-Test eignet sich gut fu¨r den Vergleich von zwei Gruppen. Analysiert man nun mehre-
re Parameter fu¨r 2 Gruppen, wie z.B. bei einem Mikroarray, wird die t-Statistik ungenau.
In einem t-Test wird die Varianz fu¨r jeden Parameter einzeln gescha¨tzt, was zur Insta-
bilita¨t fu¨hrt. Mithilfe eines moderaten t-Tests wird nun versucht die Varianz u¨ber alle
Parameter zu scha¨tzen, um so die Varianzscha¨tzung zu korrigieren. Weiterhin besteht das
Problem, dass in einem Mikroarray tausende von Hypothesen gleichzeitig getestet wer-
den. Daher erwartet man z.B. fu¨r 10000 analysierte Gene und einem p-Wert von 0,01, dass
10000× 0, 01 = 100 Gene in jedem Fall einen signifikanten p-Wert besitzen. Als einfaches
Beispiel kann man sich eine Urne mit 20 Kugeln vorstellen von denen eine rot, die u¨brigen
blau sind. Wenn man nun einmal eine Kugel aus der Urne zieht, ist die Wahrscheinlichkeit
eine rote Kugel zu ziehen 1/20 = 5 %. Wenn man jedoch 20 mal zieht erho¨ht sich diese
Wahrscheinlichkeit auf 64 %. Dies spiegelt dann nicht mehr den wahren Zustand wieder
und bedarf einer Korrektur fu¨r mehrmaliges Ziehen, sogenanntes multiples Testen. Es er-
ho¨ht sich also die Chance falsch-positive Ergebnisse zu erzielen. Um dies zu vermeiden
werden die p-Werte fu¨r multiples Testen korrigiert [92] [93].
Ein einfaches und ha¨ufig genutztes Verfahren ist die Fehlerkorrektur nach Bonferroni oder
Benjamini und Hochberg. Fu¨r die Bonferroni-Fehlerkorrektur wird der p-Wert jedes Gens
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mit der Anzahl der getesteten Gene multipliziert. Dadurch ergibt sich ein sehr stringen-
tes Verfahren, welches jedoch auch falsch-negative Ergebnisse liefert. Die Ermittlung der
Benjamini und Hochberg False Discovery Rate (FDR) ist weniger stringent. Die FDR
resultiert in weniger falsch-negativen, aber auch mehr falsch-positiven Ergebnissen. Zur
Ermittlung der FDR werden die p-Werte vom Kleinsten zum Ho¨chsten gelistet. Der ho¨chs-
te Wert bleibt wie er ist. Der zweitho¨chste Wert wird mit der Anzahl der Gene multipliziert
und durch seinen Rang geteilt [94].
pkorr = p−Wert× nn−2
Fu¨r den dritt-Ho¨chsten p-Wert wird analog verfahren.
pkorr = p−Wert× nn−3
2.5.1.2. Durchfu¨hrung
Fu¨r die statistischen Auswertungen wurden die Datensa¨tze in entsprechende cmv-Formate
konvertiert und mittels R und Bioconductor analysiert. Die Daten wurden mit einem
moderaten t-Test und Fehlerkorrektur nach Benjamini und Hochberg auf unterschiedli-
che miRNA Expression analysiert. Anschließend wurden die Daten nach ihrer miRNA
Expression geclustert. Es wurden sogenannte Heatmaps generiert, um eine farbkodierte
Darstellung der Ergebnisse zu erreichen.
Das vollsta¨ndige R-Skript fu¨r die gesamten Analysen befindet sich im Anhang 5.1.
2.5.2. Analyse von mikroRNA Zielgenen
2.5.2.1. Prinzip
Die verschiedenen Programme zur Bestimmung der miRNA Zielgene werden an anderer
Stelle beschrieben (s. S. 12).
2.5.2.2. Durchfu¨hrung
Die Analyse der miRNA Zielgene wurde zuna¨chst mithilfe der Open Source Programme
PicTar und TargetScan durchgefu¨hrt. Aufgrund der Vielzahl an resultierenden Zielgenen
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wurde auf eine Analyse mittels MicroCosm verzichtet. Da die ersten beiden genannten
Programme gleiche Ergebnisse lieferten, wurden die folgenden Analysen basierend auf
dem TargetScan Algorithmus durchgefu¨hrt.
Zur weiteren Analyse der miRNA Zielgene wurden die in TargetScan gefundenen Zielgene
in einer automatisierten Batch-Analyse (OTTO;-)) und dem RNA22 Programm analy-
siert. Das Programm OTTO wurde in unserem Labor geschrieben und analysiert automa-
tisch Listen von Genen durch Einlesen in den RNA22 Algorithmus. Weiterhin wird durch
Farbkodierung die genaue Position der miRNA Bindungsstelle in der mRNA angezeigt.
Als Standardeinstellung wurde ein Mismatch in einer Seed -Sequenz von 7 Nukleotiden er-
laubt. Die minimale Anzahl gepaarter Basen in der Heteroduplex betrug 14. Als maximale
Faltungsenergie wurde -25 kcal/mol zugelassen.
2.5.3. Analyse der Signalwege
2.5.3.1. Prinzip
si/shRNAs werden konstruiert um einzelne Gene spezifisch zu inhibieren. miRNA hingegen
ko¨nnen aufgrund ihrer geringen Gro¨ße und einer Seed -Sequenz von nur 8 Nukleotiden eine
Vielzahl von Genen regulieren. Die biologische Rolle von miRNAs fu¨r einzelne Zielgene ist
in einer Vielzahl von Publikationen beschrieben. Die Rolle der miRNA fu¨r eine multitarget
Regulierung ist hingegen wenig bekannt. Li et al. identifizierten jedoch eine Signalkaska-
de, die von nur einer miRNA reguliert wird. Die miRNA-181a fungiert als Modulator der
T-Zell Sensitivita¨t und Selektion durch Regulierung einer Reihe von Phosphatasen, die
die T-Zell-Rezeptor Signalkaskade regulieren [95]. Die miRNA reguliert dabei ihre Ziel-
gene, im Gegensatz zu den a¨ußerst effektiven si/shRNAs, nur auf moderate Weise, um
die Sensitivita¨t der T-Zellen zu vera¨ndern. Diese Beobachtungen fu¨hrten zu der Annah-
me, dass miRNAs evolutiona¨re Genregulatoren sind, die durch eine Regulation von Gen-
Netzwerken eine ganzheitliche biologische Funktion ausu¨ben. Daher erscheint es sinnvoll
innerhalb der miRNA Zielgene nach Anha¨ufungen in Signalwegen oder Gen-Netzwerken
zu suchen.
GenMAPP ist ein Open Source Programm zur Visualisierung von Genexpressionen und
anderen genomischen Daten auf Karten, die biologische Signalwege oder Gengruppen re-
pra¨sentieren. In der GenMAPP Datenbank ist ein weites Spektrum an Signalwegen hinter-
legt, die vorwiegend auf der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Daten-
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bank basieren. Weiterhin besteht die Mo¨glichkeit selbsta¨ndig Signalwege zu konstruieren
und zu hinterlegen. Mit dem Programm MAPPFinder kann man dann in Gen-Datensa¨tzen
nach einer Anha¨ufung von Genen in bestimmten Signalwegen oder Gengruppen suchen.
2.5.3.2. Durchfu¨hrung
Die Signalweg-Analysen wurden mit dem Programm GenMAPP2 und MAPPFinder
durchgefu¨hrt. Nach Formatierung der Datensa¨tze wurden diese als Gen Expression Da-
taset in das Programm eingelesen und eine Farbkodierung fu¨r die Zielgene festgelegt.
Anschließend wurden die in GenMAPP2 hinterlegten Signalkaskaden und Gen-Netzwerke
auf eine Anha¨ufung der miRNA-Zielgene untersucht.
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3.1. Patientenkohort
Prima¨res Ziel dieser Arbeit war die Analyse differenziell exprimierter miRNAs bei der
akuten myeloischen Leuka¨mie und Vorla¨uferzellen. Fu¨r diese Analysen wurde ein Patien-
tenkollektiv aus AML Patienten und Normalpersonen zusammengestellt.
Tabelle 3.1.: Klinische Daten zur Patientenkohorte
Chromosomale
Vera¨nderung
weitere Anzahl ∅ CD34 Gehalt ∅ Alter
Normal 13 74% 65
Komplex 9 72% 62
11q23 1 93% 69
45X0 1 89% 76
Monosomie 7 3 56% 62
t(3;3) 2 82% 73
t(1;8) 1 45% 36
inv(16) 8 75% 46
+8 1 93% 59
t(8;21) 10 72% 52
PB-MNC 7 93%
KM 4 92%
TOTAL 60 78% 60
Zur Analyse der miRNA Expression bei der Leuka¨mie wurden 49 AML Patienten mit einer
AML Erstdiagnose analysiert. Hierzu wurden CD34+ Zellen aus dem Knochenmark oder
peripheren Blut der Patienten aufgereinigt. Der CD34 Gehalt der Proben lag nach dieser
Aufreinigung bei ≥ 50%, eine Probe besaß einen CD34 Gehalt von 45%. Fu¨r die Analy-
sen wurden AML Proben mit normalen Karyotyp (n=13), komplexen Karyotyp (n=11),
Monosomie 7 (n=6), Inversion 16 (n=9) und Translokation (8;21) (n=10) untersucht. Als
Kontrollgruppe wurden aufgereinigte CD34+ Zellen (CD34 ≥ 90%) des peripheren Blutes
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(PB-MNC, n=7) und des Knochenmarks (KM, n=4) von Normalpersonen analysiert. Ta-
belle 3.1 zeigt eine Zusammenfassung der Patientendaten. Der gesamte Kohort umfasste
60 Proben verschiedener Patienten und Normalspender. Der durchschnittliche CD34 Ge-
halt lag bei 78%. Das Alter reichte von 28 bis 78 Jahren, das Durchschnittsalter betrug
60, der Median 62 Jahre.
3.2. RNA Qualita¨t
Die Analyse der miRNA Expression mittels miChip Mikroarray erfordert RNA in hoher
Qualita¨t. Daher wurden fu¨r diese Analysen nur Proben mit ausreichender RIN (RNA
Integrity Number) und Ratio 260/280 analysiert. Die RNA wurde aus aufgereinigten
CD34+ Zellen des peripheren Blutes (PB-MNC, CD34≥95%, n=4), des Knochenmarks
(BM, CD34 ≥90%, n=4), sowie 22 AML Proben (CD34≥50%, normaler Karyotyp n=5,
komplexer Karyotyp n=4, -7 n=4, inv(16) n=4, t(8;21) n=5) mittels Trizol isoliert (vgl.
Tab. 3.2).
Tabelle 3.2.: Qualita¨tsanalyse der RNA fu¨r die Analyse mittels miChip
Probe n ∅ RIN SD RIN ∅ Ratio 260/280 SD Ratio 260/280
normaler Karyotyp 5 5,4 2,40 1,6 0,08
komplex Karyotyp 4 8,3 0,71 1,5 0,13
Monosomie 7 4 4,0 1,47 1,5 0,22
inv(16) 4 5,4 2,89 1,4 0,10
t(8;21) 5 6,9 0,86 1,5 0,13
PB-MNC 4 8,1 nd 1,8 0,20
BM 4 2,5 nd nd nd
TOTAL 30 5,8 1,5
Die Qualita¨t der RNA wurde mittels Agilent Bioanalyzer analysiert. Die RIN wird auf
einer Skala von 1-10 gemessen. Eine RIN von 1 deutet auf degradierte RNA hin, eine RIN
von 10 spricht hingegen fu¨r RNA von hoher Qualita¨t. Die mittlere RIN der analysierten
Proben betrug 5,8. Weiterhin betrug die Ratio 260/280 ≥1,5.
Neben der Analyse mittels miChip wurde die Expression ausgewa¨hlter miRNAs mittels
miR-qRT-PCR bestimmt. Fu¨r diese Methode werden nur sehr geringe Mengen RNA be-
no¨tigt. Es wurden, neben den mittels miChip analysierten Patienten, zusa¨tzliche Proben
analysiert. Die durchschnittliche RIN dieser Proben betrug 3,4. Die mittlere Ratio 260/280
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dieser zusa¨tzlichen Proben betrug 1,5. Insgesamt wurden 30 zusa¨tzliche Proben in die wei-
teren Untersuchungen eingeschlossen (PB-MNC n=3, normaler Karyotyp n=8, komplexer
Karyotyp n=7, -7 n=2, inv(16) n=5, t(8;21) n=5). Eine Zusammenfassung der Daten ist
in Tabelle 3.3 zu finden.
Tabelle 3.3.: Qualita¨tsanalyse der RNA fu¨r weiter Analyse mittels miR-qRT-PCR
Probe n ∅RIN SD RIN ∅ Ratio 260/280 SD Ratio 260/280
normaler Karyotyp 8 2,9 1,08 1,3 0,16
komplex Karyotyp 7 4,8 2,80 1,4 0,11
Monosomie 7 2 1,4 / 1,3 0,21
inv(16) 5 4,0 1,81 1,6 0,05
t(8;21) 5 2,9 0,59 1,4 0,09
PB-MNC 3 4,4 2,37 1,8 0,30
TOTAL 30 3,4 1,5
3.3. miChip Mikroarray
Die in Tab. 3.2 gelisteten Patienten wurden in einer ersten Analyse mittels miChip Mi-
kroarray bezu¨glich ihrer miRNA Expression untersucht. Diese Analysen wurden am EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) in Heidelberg durchgefu¨hrt. Mit dieser Methode
wurde die Expression von 333 miRNAs in einem Experiment analysiert. Ein Teil dieser
miRNAs konnte nicht zur Auswertung genutzt werden, da einige Sonden schlecht oder
gar nicht gebunden hatten, bzw. die entsprechende miRNA nicht exprimiert war. Nach
der Eliminierung dieser nicht detektierbaren miRNAs verblieben 216 miRNAs fu¨r die wei-
tere Analyse. Um Fehler durch unterschiedliche Mengen an RNA zu vermeiden, wurden
die miChip Daten auf die eingesetzte RNA Menge normalisiert. Dazu wurde die gesamte
miRNA Expression einer einzelnen Probe mit der Gesamt-miRNA Expression des miChips
verglichen und auf diese normalisiert.
Die normalisierten Daten wurden mithilfe der Software R und Bioconductor analysiert.
Es wurde ein moderater t-Test mit Kalkulation der FDR (false discovery rate) nach Ben-
jamini und Hochberg als Korrektur fu¨r multiples Testen durchgefu¨hrt. Dies ist statistisch
aufgrund der Vielzahl der Daten und Tests notwendig. Fu¨r die Analysen wurden die Pakete
biobase und limma genutzt (s. Anhang 5.1, S. 131). Ein vollsta¨ndiges Skript der Analysen
befindet sich im Anhang. Differenziell regulierte miRNAs wurden zu einem Signifikanzni-
veau von p≤0,05 kalkuliert. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurden Heatmaps erstellt.
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3.3.1. Vergleich der Kontrollgruppen
Zuna¨chst wurden die Unterschiede in der miRNA Expression zwischen CD34+ Zellen des
peripheren Blutes und Knochenmarks von Normalpersonen analysiert. Dies war notwen-
dig, da die CD34+ Zellen der AML Patienten teilweise aus den Knochenmark, teilweise aus
dem peripheren Blut der Patienten stammten. Daher wurden zuna¨chst die Unterschiede
der miRNA Expression bei CD34+ Zellen unterschiedlicher Herkunft analysiert.
Abbildung 3.1.: Analyse der miRNA Expression in CD34+ Zellen des Knochenmarks (KM, blau) und
des peripheren Blutes (PB-MNC, rot). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Die normalisierten Expressionen sind dargestellt.
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Fu¨r diese Analyse wurden die miChip Daten von jeweils 4 Proben des Knochenmarks und
des peripheren Blutes der Normalpersonen auf differenziell exprimierte miRNAs unter-
sucht. Abb. 3.1 zeigt die Ergebnisse dieses Vergleiches in einer Heatmap. Eine eindeutige
Unterscheidung der beiden Gruppen aufgrund ihrer miRNA Expression war nicht mo¨g-
lich. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen CD34+ Zellen des Knochen-
marks und des peripheren Blutes von Normalpersonen festgestellt werden. Die miRNA
Expression ist somit homogen zwischen den CD34+ Zellen isoliert aus Knochenmark und
peripheren Blutes von Normalpersonen.
3.3.2. Vergleich der AML mit PB-MNC
Aufgrund der homogenen miRNA Expression von Normalpersonen, wurden fu¨r die wei-
teren Analysen die Expressionsdaten der CD34+ Zellen des peripheren Blutes herange-
zogen. Die in Tab. 3.2 aufgefu¨hrten AML Proben wurden in einer miChip Analyse mit
diesen PB-MNCs verglichen.
Tabelle 3.4.: Differenziell exprimierte miRNAs bei der AML im Vergleich zu CD34+ Zellen der PB-
MNCs von Normalpersonen. Ergebnisse der miChip Analyse
miRNA FoldChange miRNA FoldChange
hsa-miR-422b -15,9 hsa-miR-331 1,7
hsa-miR-422a -4,3 hsa-miR-199b 1,8
hsa-miR-208 -4,3 hsa-miR-107 1,8
hsa-miR-425 -3,7 hsa-miR-501 2,7
hsa-miR-513 -3,6 hsa-miR-372 2,7
hsa-miR-99b -3,5 hsa-miR-512-3p 2,7
hsa-miR-10a -3,2 hsa-miR-27b 3,0
hsa-miR-335 -3,1 hsa-miR-374 3,2
hsa-let-7d -2,9 hsa-miR-186 3,4
hsa-miR-100 -2,8 hsa-miR-484 3,8
hsa-miR-516-5p -2,8 hsa-miR-193a 3,8
hsa-miR-214 -2,8 hsa-miR-367 5,0
hsa-miR-200b -2,6 hsa-miR-223 5,3
hsa-miR-383 -2,4 hsa-miR-199a* 5,3
hsa-miR-382 -2,4
hsa-miR-215 -2,3
hsa-miR-515-3p -2,2
hsa-miR-125b -2,0
hsa-miR-492 -1,9
hsa-miR-185 -1,8
hsa-miR-527-518a-2* -1,6
hsa-let-7e -1,5
hsa-miR-519e* -1,5
hsa-miR-500 -1,4
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In dieser Analyse konnten 38 differenziell exprimierte miRNAs zwischen den beiden Grup-
pen identifiziert werden. Tabelle 3.4 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse.
Abbildung 3.2.: Analyse differenziell exprimierter miRNAs bei der akuten myeloischen Leuka¨mie
(AML, blau) und PB-MNCs von Normalpersonen (rot).
14 miRNAs (36,8%) zeigten eine signifikant erho¨hte Expression bei CD34+ Zellen der
AML im Vergleich zu PB-MNCs. Durchschnittlich waren die miRNAs 3,3-fach u¨berexpri-
miert, der Median betrug 3,1-fach. Die Werte reichten von 1,7-fach fu¨r die miR-331 bis
5,3-fach fu¨r die miR-199a*. 24 miRNAs (63,2%) zeigten bei CD34+ Zellen der AML eine
signifikant niedrigere Expression im Vergleich zu CD34+ Zellen von gesunden Spendern.
Im Mittel waren die miRNAs 3,2-fach niedriger exprimiert, der Median betrug -2,7-fach.
Die miR-422b zeigte mit einer reduzierten Expression von -15,9-fach den deutlichsten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Eine moderate, aber dennoch signifikant er-
niedrigte Expression von -1,4-fach wurde fu¨r die miR-500 gemessen (vgl. Tab. 3.4).
80
3.3. miChip Mikroarray
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass die miRNA Expression in Proben aus aufgerei-
nigten CD34+ Zellen von AML Patienten und CD34+ Zellen aus PB-MNCs von Normal-
personen heterogen ist. Ca. 60% der differenziell regulierten miRNAs sind bei der AML
niedriger exprimiert. Die u¨brigen 40% zeigten eine versta¨rkte Expression bei den AML
Proben. Diese Ergebnisse sind in der Heatmap Abb. 3.2 visualisiert.
3.3.3. Vergleich von miChip und miR-qRT-PCR
Fu¨r die weiteren Analysen wurde untersucht, ob sich diese Ergebnisse mit einer weiteren
Methode reproduzieren lassen. Dazu wurde die miRNA Expression mittels miR-qRT-PCR
analysiert und mit den Ergebnissen der miChip Analyse verglichen. Aufgrund der Men-
Tabelle 3.5.: Vergleich der Analysemethoden zur Bestimmung differenziell exprimierter miRNAs. Mi-
RNAs mit signifikanten Unterschieden zwischen Proben der AML und PB-MNCs nach miChip Analyse,
wurden mit den Ergebnissen einer miR-qRT-PCR Analyse verglichen.
miRNA FC miChip FC PCR p-Wert, PCR
hsa-let-7e -1,5 1,6 ns.
hsa-miR-100 -2,8 -1,3 ns.
hsa-miR-107 1,8 1,6 ns.
hsa-miR-10a -3,2 -34,4 ≤0,001
hsa-miR-186 3,4 2,0 ns.
hsa-miR-199a* 5,3 5,1 ≤0,0001
hsa-miR-214 -2,8 10,9 ≤0,0001
hsa-miR-223 5,3 5,5 ≤0,0001
hsa-let-27b 3,0 -1,2 ns.
hsa-miR-331 1,7 1,8 ns.
hsa-miR-374 3,2 2,8 ≤0,05
hsa-miR-422a -4,3 3,1 ≤0,01
hsa-miR-425 -3,7 4,6 ≤0,0001
hsa-miR-484 3,8 1,7 ns.
hsa-miR-492 -1,9 2,0 ns.
hsa-miR-99b -3,5 -2,8 ns.
ge an Daten wurden 16 miRNAs mit signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen
mithilfe der miR-qRT-PCR untersucht. Die Auswertung erfolgte u¨ber die ∆∆Ct-Methode
nach Schmittgen [80]. Als endogene Kontrolle wurde entweder die miR-15b oder miR-197
gewa¨hlt, da diese miRNAs im miChip die sta¨rkste Homologie zwischen Proben der PB-
MNCs und AML Proben zeigten. Neben den mittels miChip untersuchten Patientenpro-
ben wurden weitere Proben fu¨r die Analyse mithilfe der miR-qRT-PCR untersucht (s.
Tab. 3.3). Die kalkulierten ∆Ct-Werte reflektieren eine relative Expression der miRNA.
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Diese Daten wurden mithilfe der Software R und Bioconductor analog zu den miChip
Daten analysiert (vgl. Kapitel 3.3, S. 77).
Die Tabelle 3.5 zeigt einen Vergleich der miChip und miR-qRT-PCR Analyse. Gelistet sind
die signifikanten, differenziell exprimierten miRNAs der miChip Analyse, die zusa¨tzlich
mittels miR-qRT-PCR analysiert wurden. Hierbei zeigen 10 der 16 untersuchten miRNAs
mit beiden Methoden a¨hnliche Expressionsprofile im Vergleich der AML Proben zu den
PB-MNCs (miR-100, miR-107, miR-10a, miR-186, miR-199a*, miR-223, miR-331, miR-
374, miR-484, miR-99b). Vier dieser miRNAs zeigten mit beiden Methoden signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (miR-10a, miR-199a*, miR-223, miR-374).
Die u¨brigen 6 miRNAs zeigten gleiche Expressionsprofile, Signifikanz konnte jedoch nur
in der miChip Analyse nachgewiesen werden.
Die miRNAs let-7e, miR-214, miR-27b, miR-422a, miR-425 und miR-492 zeigten unter-
schiedliche Expressionsprofile mit den verschiedenen Analysemethoden. MiR-214, miR-
422 und miR-425 zeigten in der miChip und miR-qRT-PCR Analyse signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen, jedoch mit entgegengesetzten Expressionsprofilen. Insge-
samt wurden somit 62,5% U¨bereinstimmung bei den miRNA Expressionsprofilen mit den
beiden verschiedenen Methoden gefunden.
3.4. Vergleich der AML Subgruppen mit PB-MNC
In den weiteren Analysen wurde die miRNA Expression der einzelnen AML Subgrup-
pen mit den PB-MNCs von Normalpersonen verglichen. U¨ber diese Methode sollten fu¨r
die entsprechenden Subgruppen spezifische, differenziell regulierte miRNAs identifiziert
werden. Dazu wurden die miChip Daten der verschiedenen AML Subgruppen (normaler
Karyotyp, komplexer Karyotyp, -7, inv(16) und t(8;21)) getrennt voneinander mit den
Proben der PB-MNCs verglichen. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.3.
Neben der miChip Analyse wurden zusa¨tzliche Untersuchungen mittels miR-qRT-PCR
durchgefu¨hrt. Auch hier erfolgte die Auswertung u¨ber die ∆∆Ct-Methode nach Schmitt-
gen [80], wobei die ∆Ct-Werte fu¨r die Analyse der Expressionsprofile herangezogen wur-
den. Es wurden, neben den in Tab. 3.5 aufgefu¨hrten miRNAs, 28 zusa¨tzliche miRNAs
mittels miR-qRT-PCR analysiert. Die Auswahl dieser miRNAs erfolgte zum Teil nach Li-
teraturrecherche, zum Teil nach den Expressionsprofilen der miChip Analyse. Es wurden
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Tabelle 3.6.: Auflistung der mittels miR-qRT-PCR analysierten miRNAs
let-7c miR-214 miR-30b
let-7e miR-22 miR-30c
miR-100 miR-221 miR-320
miR-107 miR-222 miR-331
miR-10a miR-223 miR-370
miR-142-3p miR-23a miR-374
miR-142-5p miR-23b miR-422a
miR-148a miR-24 miR-425
miR-150 miR-26a miR-452
miR-181a miR-26b miR-484
miR-181b miR-27a miR-492
miR-186 miR-27b miR-510
miR-191 miR-29a miR-518c*
miR-199a* miR-29b miR-99b
miR-206 miR-29c
miRNAs ausgewa¨hlt, welche einen Einfluss auf die Ha¨matopoese haben ko¨nnen. Eine Auf-
listung dieser miRNAs ist in Tab. 3.6 zu finden. Weiterhin wurden fu¨r die miR-qRT-PCR
Analysen zusa¨tzliche Patientenproben eingeschlossen.
3.4.1. AML mit normalen Karyotyp
Fu¨r die Analyse der miRNA Expression mittels miChip bei AML Patienten mit normalem
Karyotyp wurden 5 Proben analysiert. Diese wurden mit den Expressionsprofilen von 4
Proben der PB-MNCs verglichen. Zur weiteren Analyse mit der miR-qRT-PCR Methode
wurde eine weitere Probe der PB-MNCs, sowie 7 weitere AML Patienten mit normalen
Karyotyp eingeschlossen.
Mithilfe der miChip Analyse wurde fu¨r den Vergleich der AML mit normalem Karyo-
typ und PB-MNCs von Normalspendern 23 signifikant differenziell exprimierte miRNAs
identifiziert. Eine Analyse der miRNA Expressionsprofile mittels miR-qRT-PCR zeigte
10 differenziell exprimierte miRNAs. Signifikante Unterschiede in der miRNA Expression
konnten fu¨r die miRNA miR-10a (↓ in AML), sowie miR-142-3p, miR-199a* und miR-223
(↑ in AML) mit beiden Methoden nachgewiesen werden. Weiterhin zeigten die miRNAs
miR-107, miR-142-5p, miR-221, miR-30b und miR-374 gleiche Expressionsprofile mit bei-
den Analysemethoden. Eine statistische Signifikanz konnte fu¨r diese miRNAs nur teilweise
nachgewiesen werden. Diese miRNAs waren bei der AML mit normalen Karyotyp im Ver-
gleich zu PB-MNCs versta¨rkt exprimiert. Fu¨r die miRNAs miR-150, miR-191 und miR-22
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Tabelle 3.7.: Vergleich der miRNA Expression bei AML Proben mit normalen Karyotyp mit PB-MNC
Proben. Im linken Tabellenteil finden sich differenziell exprimierte miRNAs nach miChip Analyse, im
rechten Teil befinden sich die Ergebnisse der miR-qRT-PCR.
miChip miR-qRT-PCR
miRNA FC miChip Signifikanz miRNA FC PCR Signifikanz
hsa-let-7e -2,2 ≤0,05 hsa-miR-10a -25,8 ≤0,005
hsa-miR-107 2,1 ≤0,05 hsa-miR-142-3p 4,4 ≤0,05
hsa-miR-10a -3,5 ≤0,05 hsa-miR-150 6,7 ≤0,001
hsa-miR-142-3p 4,3 ≤0,05 hsa-miR-191 3,3 ≤0,05
hsa-miR-142-5p 6,3 ≤0,05 hsa-miR-199a* 3,5 ≤0,05
hsa-miR-186 4,2 ≤0,05 hsa-miR-206 16,4 ≤0,001
hsa-miR-199a* 5,7 ≤0,05 hsa-miR-214 9,9 ≤0,0001
hsa-miR-206 -2,3 ≤0,05 hsa-miR-22 8,0 ≤0,0001
hsa-miR-208 -5,4 ≤0,05 hsa-miR-223 5,2 ≤0,005
hsa-miR-214 -3,8 ≤0,05 hsa-miR-23b 5,0 ≤0,01
hsa-miR-223 6,8 ≤0,05
hsa-miR-30b 3,3 ≤0,05
hsa-miR-30c 3,4 ≤0,05
hsa-miR-320 -2,5 ≤0,05
hsa-miR-367 4,8 ≤0,05
hsa-miR-374 4,5 ≤0,05
hsa-miR-422a -5,6 ≤0,05
hsa-miR-425 -4,1 ≤0,05
hsa-miR-452 -2,6 ≤0,05
hsa-miR-510 -3,5 ≤0,05
hsa-miR-516-5p -3,5 ≤0,05
hsa-miR-518* -2,6 ≤0,05
hsa-miR-527-518a-2* -2,1 ≤0,05
konnte mittels miR-qRT-PCR eine signifikant erho¨hte Expression bei AML mit norma-
len Karyotyp gezeigt werden. Diese erho¨hte Expression der miRNAs wurde ebenfalls in
der miChip Analyse beobachtet, ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht nach-
gewiesen werden (s. Tab. 3.7). Im Gegensatz zu diesen u¨bereinstimmenden Ergebnissen,
wurden fu¨r die miR-206, miR-214 und miR-23b signifikante Unterschiede fu¨r die beiden
Gruppen gefunden, der Fold Change war jedoch bei der Analyse mit den beiden Methoden
gegenla¨ufig.
3.4.2. AML mit komplexen Karyotyp
Fu¨r den Vergleich der AML mit komplexen Karyotyp mit PB-MNCs von Normalpersonen
wurden mittels miChip jeweils 4 Proben analysiert. In weiterfu¨hrenden miR-qRT-PCR
Analysen wurde eine zusa¨tzliche Probe der PB-MNCs, sowie 7 weitere Proben mit kom-
plexen Karyotyp untersucht.
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Durch eine Analyse der miChip Daten mittels R und Bioconductor wurden fu¨nf signi-
fikant, unterschiedlich exprimierte miRNAs zwischen den beiden Gruppen identifiziert.
Mithilfe einer anschließenden miR-qRT-PCR zeigten 13 miRNAs signifikante Expressi-
onsunterschiede bei der AML mit komplexen Karyotyp und PB-MNCs (vgl. Tab. 3.8).
Tabelle 3.8.: Vergleich der miRNA Expression bei AML Proben komplexen Karyotyps mit PB-MNC
Proben. Die Ergebnisse der miChip Analyse sind im linken, die Ergebnisse der miR-qRT-PCR im rechten
Tabellenteil dargestellt.
miChip miR-qRT-PCR
miRNA FC miChip Signifikanz miRNA FC PCR Signifikanz
hsa-miR-150 3,0 ≤0,05 hsa-miR-142-5p 2,9 ≤0,05
hsa-miR-223 5,1 ≤0,05 hsa-miR-150 10,4 ≤0,0001
hsa-miR-27b 2,8 ≤0,05 hsa-miR-191 3,8 ≤0,005
hsa-miR-492 -1,9 ≤0,05 hsa-miR-199a* 4,1 ≤0,005
hsa-miR-516-5p -2,5 ≤0,05 hsa-miR-206 16,1 ≤0,005
hsa-miR-214 8,5 ≤0,005
hsa-miR-22 6,1 ≤0,01
hsa-miR-223 5,6 ≤0,001
hsa-miR-23b -3,7 ≤0,005
hsa-miR-30b 2,5 ≤0,05
hsa-miR-320 2,8 ≤0,05
hsa-miR-374 3,0 ≤0,05
hsa-miR-425 5,0 ≤0,001
Die miRNAs miR-150 und miR-223 zeigten hochsignifikante Unterschiede in den Expres-
sionsprofilen von AML mit komplexen Karyotyp und PB-MNCs. Mittels miChip und
miR-qRT-PCR wurde eine starke U¨berexpression dieser miRNAs bei AML mit komple-
xen Karyotyp gezeigt. Weitere U¨bereinstimmungen in den Expressionsprofilen wurden fu¨r
die miRNAs miR-142-5p, miR-191, miR-199a*, miR-30b und miR-374 identifiziert. Diese
miRNAs zeigten in der Analyse mittels miR-qRT-PCR eine signifikant erho¨hte Expression
beim komplexen Karyotyp. Die Daten der miChip Analyse besta¨tigten diese Ergebnisse.
Eine Signifikanz konnte fu¨r diese miRNAs jedoch nicht nachgewiesen werden. Gegensa¨tzli-
che Ergebnisse wurden fu¨r die miR-206, miR-214, miR-22, miR-23b, miR-320 und miR-425
beobachtet. Die signifikanten Expressionsprofile der miR-qRT-PCR konnten mittels mi-
Chip nicht beobachtet werden. Nicht signifikante, aber dennoch gleiche Expressionsprofile
wurden fu¨r die miR-10a (↓ in AML), miR-148a und miR-186 (beide ↑ in AML) beobachtet.
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3.4.3. AML mit Monosomie 7
Um die miRNA Expressionsprofile der AML mit Monosomie 7 zu analysieren, wurden
jeweils 4 Proben der AML und PB-MNCs mittels miChip untersucht. Zur weiteren Analyse
der miRNA Expressionen mit der miR-qRT-PCR Methode wurde eine weitere Probe der
PB-MNCs, sowie 2 zusa¨tzliche Proben mit Monosomie 7 analysiert.
In dieser Untersuchung wurden acht, bzw. sieben signifikant, differenziell exprimierte mi-
RNAs mit miChip, bzw. miR-qRT-PCR Analyse identifiziert (vgl. Tab. 3.9). Die miRNAs
Tabelle 3.9.: Vergleich der miRNA Expression bei AML Proben mit Monosomie 7 mit PB-MNC Proben.
Im linken Tabellenteil sind die Ergebnisse der miChip Analyse, im rechten Teil sind die Ergebnisse der
miR-qRT-PCR dargestellt.
miChip miR-qRT-PCR
miRNA FC miChip Signifikanz miRNA FC PCR Signifikanz
hsa-miR-148a 7,1 ≤0,05 hsa-let-7e 5,9 ≤0,05
hsa-miR-199a* 7,1 ≤0,05 hsa-miR-10a -12,6 ≤0,005
hsa-miR-208 -7,5 ≤0,05 hsa-miR-150 11,5 ≤0,001
hsa-miR-22 4,7 ≤0,05 hsa-miR-199a* 5,8 ≤0,01
hsa-miR-223 6,1 ≤0,05 hsa-miR-206 22,3 ≤0,001
hsa-miR-27b 3,7 ≤0,05 hsa-miR-214 28,8 ≤0,0001
hsa-miR-492 -2,4 ≤0,05 hsa-miR-22 16,9 ≤0,0001
hsa-miR-516-5p -2,9 ≤0,05
miR-199a* und miR-22 zeigten bei der Monosomie 7 eine signifikante U¨berexpression im
Vergleich zu PB-MNCs. Diese wurde mittels miChip und miR-qRT-PCR nachgewiesen.
Fu¨r die miR-10a konnte mittels miR-qRT-PCR eine signifikant niedrigere Expression bei
der Monosomie 7 detektiert werden. Dieser Unterschied zu PB-MNCs von Normalspen-
dern wurde ebenfalls in der miChip Analyse beobachtet, jedoch ohne einen signifikanten
Unterschied. Die miR-150 zeigt in der Analyse mit den beiden verschiedenen Methoden
eine deutliche U¨berexpression (etwa 12-fach) bei der Monosomie 7. Signifikanz wurde je-
doch nur mittels miR-qRT-PCR nachgewiesen. Die miRNAs let-7e, miR-206 und miR-214
zeigten mit beiden Methoden unterschiedliche Ergebnisse. Obwohl die miR-qRT-PCR si-
gnifikante Unterschiede dieser miRNAs in den beiden Gruppen zeigte, konnten diese in
der Analyse der miChip Daten nicht beobachtet werden. Fu¨r einige miRNAs wurden in
beiden Analysen gleiche Ergebnisse fu¨r den Vergleich der Monosomie 7 mit PB-MNCs be-
obachtet, eine Signifikanz konnte jedoch nicht mit beiden Methoden nachgewiesen werden.
Hierzu za¨hlte die erho¨hte Expression der miRNAs miR-142-3p/5p, miR-148a, miR-191,
miR-221, miR-223 und miR-374. Weiterhin wurde fu¨r die miR-510 mit beiden Methoden
86
3.4. Vergleich der AML Subgruppen mit PB-MNC
eine erniedrigte Expression in der Monosomie 7 nachgewiesen.
3.4.4. AML mit Inversion 16
Im na¨chsten Schritt wurden AML Patienten mit einer Inversion 16 na¨her untersucht.
Dazu wurden die miRNA Expressionsprofile von 5 Patienten mit denen von 4 PB-MNC
Proben verglichen. Nach einer miChip Analyse wurden fu¨r die weitere miR-qRT-PCR drei
zusa¨tzliche Patienten untersucht. Weiterhin wurde eine zusa¨tzliche Probe der PB-MNCs
betrachtet.
Bei der Analyse der AML mit Inversion 16 und PB-MNCs von Normalpersonen wurden
fu¨nf differenziell exprimierte miRNAs identifiziert. Zwei dieser mittels miChip gefundenen
miRNAs wurden ebenfalls mithilfe der miR-qRT-PCR Methode identifiziert. U¨ber diese
Methode wurden insgesamt 16 miRNAs mit signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen identifiziert (vgl. Tab. 3.10). Fu¨r die miRNAs miR-191 und miR-223 wurde bei
Tabelle 3.10.: Vergleich der miRNA Expression in Inversion 16 Proben mit PB-MNC Proben. Ergebnisse
der miChip Analyse sind im linken, die Ergebnisse der miR-qRT-PCR im rechten Tabellenteil dargestellt.
miChip miR-qRT-PCR
miRNA FC miChip Signifikanz miRNA FC PCR Signifikanz
hsa-let-7c -1,6 ≤0,05 hsa-miR-107 2,8 ≤0,05
hsa-miR-181a 4,1 ≤0,05 hsa-miR-10a -22,1 ≤0,005
hsa-miR-191 2,2 ≤0,05 hsa-miR-142-3p 2,9 ≤0,05
hsa-miR-223 5,4 ≤0,01 hsa-miR-142-5p 3,0 ≤0,05
hsa-miR-27b 3,1 ≤0,05 hsa-miR-150 5,4 ≤0,005
hsa-miR-191 4,0 ≤0,001
hsa-miR-199a* 5,3 ≤0,0001
hsa-miR-206 21,1 ≤0,0001
hsa-miR-214 10,9 ≤0,0001
hsa-miR-22 8,5 ≤0,0001
hsa-miR-222 3,3 ≤0,01
hsa-miR-223 5,0 ≤0,0001
hsa-miR-23b -7,6 ≤0,001
hsa-miR-422a 5,3 ≤0,0001
hsa-miR-425 4,8 ≤0,0001
hsa-miR-99b -8,5 ≤0,001
der Inversion 16 eine signifikant erho¨hte Expression im Vergleich zu PB-MNCs detektiert.
Dies wurde mithilfe der miChip und miR-qRT-PCR nachgewiesen. Fu¨r die in der miR-
qRT-PCR signifikanten Expressionen der miR-10a, miR-107, miR-142-3p/5p, miR-150,
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miR-199a* und miR-99b konnte in der miChip Analyse ein gleiches Expressionsprofil fest-
gestellt werden. Signifikante Unterschiede konnten fu¨r diese miRNAs mit dieser Methode
nicht identifiziert werden. Die miR-206, miR-214, miR-22, miR-222, miR-23b, miR-422a
und miR-425 zeigten, trotz statistischer Signifikanz in der miR-qRT-PCR, in der miChip
Analyse gegenla¨ufige Ergebnisse. Weiterhin konnte fu¨r die miRNAs miR-181a und miR-
374 eine deutliche U¨berexpression bei der Inversion 16 festgestellt werden. miChip und
miR-qRT-PCR lieferten hier identische, jedoch nicht statistisch signifikante Ergebnisse.
3.4.5. AML mit Translokation (8;21)
Zur Analyse der miRNA Expressionsprofile bei der AML mit Translokation(8;21) wurden
5 entsprechende Proben mit 4 Proben der PB-MNCs von Normalpersonen in einer miChip
Analyse verglichen. Fu¨r die anschließende miR-qRT-PCR wurden 5 Proben der PB-MNCs,
sowie 10 Proben mit Translokation (8;21) analysiert.
Tabelle 3.11.: Vergleich der miRNA Expression bei AML Proben mit Translokation (8;21) mit PB-MNC
Proben. Im linken Tabellenteil sind die Ergebnisse der miChip Analyse, im rechten Teil die Ergebnisse
der miR-qRT-PCR dargestellt.
miChip miR-qRT-PCR
miRNA FC miChip Signifikanz miRNA FC PCR Signifikanz
hsa-miR-100 -4,6 ≤0,05 hsa-miR-100 -7,9 ≤0,05
hsa-miR-107 2,3 ≤0,01 hsa-miR-10a -82,7 ≤0,0001
hsa-miR-10a -4,5 ≤0,01 hsa-miR-142-3p 4,0 ≤0,01
hsa-miR-206 -2,9 ≤0,05 hsa-miR-142-5p 4,1 ≤0,01
hsa-miR-208 -5,4 ≤0,05 hsa-miR-150 10,2 ≤0,0001
hsa-miR-214 -4,5 ≤0,01 hsa-miR-181a 2,2 ≤0,05
hsa-miR-425 -4,2 ≤0,05 hsa-miR-191 7,2 ≤0,0001
hsa-miR-452 -2,0 ≤0,05 hsa-miR-199a* 9,8 ≤0,0001
hsa-miR-484 5,0 ≤0,05 hsa-miR-206 13,0 ≤0,005
hsa-miR-492 -2,1 ≤0,05 hsa-miR-214 8,7 ≤0,01
hsa-miR-516-5p -3,5 ≤0,01 hsa-miR-22 9,7 ≤0,0001
hsa-miR-99b -7,0 ≤0,05 hsa-miR-221 3,3 ≤0,05
hsa-miR-222 3,1 ≤0,05
hsa-miR-223 8,1 ≤0,0001
hsa-miR-23b -3,1 ≤0,05
hsa-miR-320 4,0 ≤0,005
hsa-miR-331 2,6 ≤0,05
hsa-miR-374 4,0 ≤0,01
hsa-miR-422a 4,7 ≤0,005
hsa-miR-425 8,3 ≤0,0001
hsa-miR-484 2,7 ≤0,05
Die Untersuchung dieses Karyotyps identifizierte 12 differenziell exprimierte miRNAs bei
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der Translokation (8;21). Unter diesen befanden sich zwei miRNAs der miR-99 Familie
(miR-100 und miR-99b). MiRNAs einer Familie weisen eine Sequenzhomologie der Seed -
Sequenz auf, wohingegen miRNAs eines Clusters gemeinsam transkribiert werden.
Mittels miR-qRT-PCR wurden statistisch signifikante Unterschiede in der Expression fu¨r
21 miRNAs identifiziert. Unter diesen befand sich ebenfalls die miR-100. Die miR-100
zeigte eine deutliche, signifikante Reduktion bei der Translokation (8;21) im Vergleich
zu PB-MNCs. Die Signifikanz konnte mit miChip und miR-qRT-PCR besta¨tigt werden.
Fu¨r die miR-99b wurde eine signifikante Reduktion in der Translokation (8;21) mittels
miChip nachgewiesen. Die miR-qRT-PCR besta¨tigte dieses Ergebnis. Die miR-10a (↓ in
AML) und miR-484 (↑ in AML) zeigten ebenfalls statistische Signifikanz bei der Analyse
der miRNA Expression mit beiden Methoden. Die miR-206, miR-214, miR-222, miR-23b,
miR-320, miR-422a und miR-425 zeigten nach Analyse mittels miR-qRT-PCR statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Diese Unterschiede wurden nicht
in der miChip Analyse beobachtet, bzw. waren gegenla¨ufig. Des Weiteren konnten die
in der miR-qRT-PCR signifikanten Unterschiede in der Expression der miR-142-3p/5p,
miR-150, miR-181a, miR-191, miR-199a*, miR-22, miR-221, miR-223, miR-331 und miR-
374 ebenfalls mittels miChip beobachtet werden. Zusa¨tzlich zeigten die miRNAs miR-
107, miR-181b und miR-186 gleiche, jedoch nicht signifikante Expressionsprofile bei der
Analyse mit beiden Methoden. Diese miRNAs zeigten eine erho¨hte Expression in der AML
mit Translokation (8;21).
3.4.6. Zusammenfassung des Vergleiches der AML Subgruppen mit
PB-MNCs
Fu¨r die Analyse der miRNA Expressionprofile bei den einzelnen AML Subgruppen wur-
den verschiedene Methoden verwendet. Mittels Hochdurchsatz-Untersuchungen (miChip)
wurde eine erste Analyse der miRNA Expressionen durchgefu¨hrt. Die anschließende miR-
qRT-PCR diente zur gezielten Analyse einzelner Kandidaten-miRNAs. Bei der Analyse
mit beiden Methoden zeigten sich oft identische Expressionsprofile fu¨r viele miRNAs.
Die statistisch signifikanten Unterschiede konnten jedoch nicht immer mit beiden Metho-
den nachgewiesen werden. Teilweise wurden gegensa¨tzliche Expressionsprofile fu¨r die mi-
RNAs mit den verschiedenen Methoden detektiert. Hierzu geho¨rten die miR-206, miR-214,
miR-222, miR-23b, miR-320, miR-422a und miR-425.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die miRNA Expression bei verschiedenen AML
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Abbildung 3.3.: U¨berblick u¨ber die Ergebnisse der miR-qRT-PCR Analyse. miRNAs sind bei Subgrup-
pen der akuten myeloischen Leuka¨mie (n: normaler Karyotyp, x: komplexer Karyotyp, -7: Monosomie 7,
inv(16): Inversion 16, t(8;21): Translokation (8;21); blau) und PB-MNC (rot) differenziell exprimiert.
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Subgruppen heterogen ist. Die miR-223, miR-199a*, miR-191 und miR-150 zeigten eine
erho¨hte Expression bei den verschiedenen AML Subgruppen. Die miR-10a war bei allen
AML Subgruppen reduziert, jedoch in unterschiedlichem Maße (-6-fach im komplexen
Karyotyp, -82-fach in der t(8;21)). Trotz des Wiederkehrens a¨hnlicher Expressionsprofile,
gibt es einige miRNAs, die fu¨r Subgruppen spezifisch zu sein scheinen. Die miRNA miR-
100 ist nur in der Translokation (8;21) um den Faktor 8 reduziert. In der Monosomie 7 la¨sst
sich eine starke Reduktion der miR-510 detektieren. Weiterhin ist die miR-181a bei den
Core binding factor Leuka¨mien erho¨ht exprimiert. Abb. 3.3 zeigt eine Zusammenfassung
der signifikanten Ergebnisse der miR-qRT-PCR fu¨r die einzelnen AML Subgruppen.
3.5. Analyse von mikroRNA Zielgenen
Aufgrund der starken und signifikanten Reduktion der miR-100 bei Patienten mit aku-
ter myeloischer Leuka¨mie t(8;21), wurde fu¨r diese miRNA eine genaue Zielgenanalyse
durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurden die Zielgene der miR-100 mittels MicroCosm, PicTar und
TargetScan analysiert (s. S. 12).
3.5.1. Vorhersage von mikroRNA-Zielgen-Interaktionen
Die Analyse der miR-100 mit MicroCosm liefert 956 potenzielle Zielgene. MicroCosm
liefert im Allgemeinen die gro¨ßte Anzahl an Zielgenen. Dies zeigte sich auch im Vergleich zu
den PicTar und TargetScan Algorithmen. 30 verschiedene Zielgene wurden mittels PicTar,
40 potenzielle Zielgene mithilfe des TargetScan Programms identifiziert. 18 Zielgene waren
in der Analyse mit den Algorithmen von PicTar und TargetScan identisch. Aufgrund
dieser U¨berschneidung der Ergebnisse wurden die weiterfu¨hrenden Analysen basierend
auf dem TargetScan Algorithmus durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse des MicroCosm wurden
nicht weiter beru¨cksichtigt. Zum einen erho¨ht die Vielzahl der potenziellen Zielgene die
Komplexita¨t der Analyse stark, zum andern konnten nur 11 Zielgene des MicroCosm
Algorithmus ebenfalls mit den PicTar und TargetScan Algorithmen identifiziert werden.
Die miR-100 besitzt, im Vergleich zu vielen anderen miRNAs, mit 40 potenziellen Ziel-
genen verha¨ltnisma¨ßig wenig Zielsequenzen. Die miR-24 etwa weist laut TargetScan ca.
500, miR-20a sogar 1000 potenzielle Zielgene auf. Aufgrund der geringen Anzahl von 40
potenziellen Zielgenen, konnten diese in einer weiteren Analyse genauer untersucht wer-
den. Dazu wurde das Programm RNA22 (s. S. 12) verwendet. Das Programm ist nicht
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mehr auf eine Cross-Spezien Konservierung und die Bindung der miRNA an die 3’UTR
beschra¨nkt. Ein Problem der Analyse ist jedoch, dass die interessanten Zielsequenzen in
das FASTA-Format konvertiert werden mu¨ssen und nur einzelne Zielgene abgefragt wer-
den ko¨nnen. Daher wurde in unserem Labor das Programm OTTO geschrieben. In einer
automatisierten Anfrage wird eine Liste potenzieller Zielgene analysiert. Das Programm
extrahiert zuna¨chst Daten zur mRNA Sequenz des Zielgens aus der Entrez Gene Daten-
bank, um wichtige Bestandteile, wie CDS und UTR zu speichern. Dann werden diese
Daten in das RNA22 Programm eingelesen und analysiert. Am Ende der Auswertung er-
rechnet das Programm die genaue Position der potenziellen miRNA Bindungsstelle. Diese
Analyse beruht auf der Beobachtung, dass miRNAs an bestimmten Positionen der mRNA
ha¨ufiger binden als an anderen [96]. Fu¨r die Analyse der Bindungsstellen wurden folgende
Bereiche betrachtet: (i) die letzten 500 bp der CDS, (ii) die ersten 1500 bp der 3’UTR,
(iii) die mittlere 3’UTR mit den Basenpaaren vom Stop-Kodon + 1500 bis 500 bp vor
Ende der 3’UTR und (iv) die letzten 500 bp der 3’UTR (vgl. Abbildung in Tab. 3.12).
Als Grundeinstellung fu¨r den RNA22 Algorithmus wurde ein Mismatch in einer Seed -
Sequenz von 7 Nukleotiden erlaubt. Insgesamt mu¨ssen 14 Nukleotide bei einer maximalen
Faltungsenergie fu¨r die Heteroduplex von -25 kcal/mol gepaart sein.
Die mittels TargetScan ermittelten potenziellen Zielgene wurden mithilfe des Programms
OTTO im Detail untersucht. Dadurch wurde der Datensatz auf 20 Zielsequenzen redu-
ziert. Diese wiesen Bindungstellen nach den oben genannten Kriterien fu¨r die miR-100 in
ihrer Sequenz auf. Tabelle 3.12 zeigt eine U¨bersicht der Lokalisation und freien Faltungs-
energien dieser 20 ermittelten Zielgene. Es wurden 12 Zielgene mit Bindungsstellen in der
3’UTR gefunden. Fu¨r 6 Zielsequenzen lag diese am Anfang, fu¨r 2 am Ende und fu¨r 4 in
der Mitte der 3’UTR. Drei potenzielle Zielgene zeigten Bindungsstellen fu¨r die miR-100 in
ihrer CDS. Fu¨r die u¨brigen 5 Zielgene konnten ebenfalls Bindungsstellen fu¨r die miR-100
gefunden werden, diese lagen außerhalb der 3’UTR oder dem Ende der CDS. Da RNA22
potenzielle Bindungsstellen aufgrund von Faltungsenergien berechnet und eine komplette
Seed Basenpaarung nicht mehr no¨tig ist, wurden die 3’UTR Bindungsstellen mithilfe des
TargetScan Algorithmus oft nicht identifiziert.
Um einen genaueren Einblick in die Daten zu erhalten, wurden die Zielgene nach Ort der
Bindungsstelle und der freien Faltungsenergie angeordnet. Bindungsstellen am Beginn
der 3’UTR wurden sta¨rker gewichtet als Bindungsstellen am Ende und in der Mitte der
3’UTR.
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Tabelle 3.12.: Analyse der miRNA Bindungsstellen fu¨r die miR-100 mittels OTTO. Dargestellt ist die
maximale Faltungsenergie fu¨r die Heteroduplex [kcal/mol]. Darunter ist eine schematische Darstellung
der Lokalisation der Bindungsstellen.
Gen Ende CDS Start 3’UTR Mittel 3’UTR Ende 3’UTR anders
CYP26B1 -30,7 -28,3
mTOR -29,7
RAVER2 -27,2 -28,6
ZBTB7A -26,2
PPP3CA -26,1; -25,4
MTMR3 -25,2 -28,4 -30,4
ZZEF1 -25,8 -25,4
BAZ2A -25,2 -25,5
ADCY1 -26,8
BMPR2 -25,8 -27,0; -26,2: -25,7
ICMT -25,8
FZD5 -25,5
PPFIA3 -31,8 -29,2; -26,7
TRIB1 -29,0
EIF2C2 -26,4 -25,0
FZD8 -28,5; -25,9; -25,7
FGFR3 -28,8; -26,8
PPP1CB -25,5; -25,0
KBTBD8 -26,5
CTDSPL -25,2
Mit zwei potenziellen Bindungsstellen fu¨r die miR-100 und einer maximalen Faltungsener-
gie von -30,7 kcal/mol rangiert CYP26B1 an erster Position. Es ist ein Mitglied der Cyto-
chrom P450 Familie. An zweiter Stelle befindet sich die Serin/Threonin Kinase mTOR. Ei-
ne weitere Serin/Threonin Kinase wurde mit BMPR2 identifiziert. Die Zink-Finger Protei-
ne ZBTB7A und ZZEF1 weisen ebenfalls potenzielle Bindungsstellen fu¨r die miR-100 auf.
Weitere potenzielle Bindungsstellen wurden in den frizzeld homolog Proteinen FZD5/8
detektiert. Diese Proteine kodieren fu¨r transmembrane Proteine, die als Rezeptoren des
Wnt-Signalweges fungieren.
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3.5.2. Analysen mittels GenMAPP2
Zur weiteren Betrachtung der Zielgene wurden diese mittels GenMAPP2 analysiert. Dazu
wurden die Gene als Expression Dataset in die Software eingelesen und mittels MAPP-
Finder2 analysiert. Grundlage fu¨r diese Analyse ist die Hypothese, dass miRNAs ganze
Signalkaskaden regulieren [95]. Auf diesem Weg sollten weitere potenzielle Zielgene fu¨r die
miRNA gefunden werden. Fu¨r eine erho¨hte Stringenz wurden nur Gene mit Bindungsstel-
len in der 3’UTR oder CDS untersucht (vgl. Tab. 3.12). Mit dieser Analyse wurden 17
Tabelle 3.13.: Analyse der Signalwege, die potenzielle Zielgene der miR-100 beinhalten.
Signalweg (GenMAPP2 Kode) Gene
G-Protein-Signaling ADCY1; PPP3CA
Wnt-Signaling FZD5; FZD8
mTOR-Pathway mTOR
Alpha6-Beta4-Integrin NetPath mTOR
Calcium regulation in cardiac cells ADCY1
Smooth muscle contraction ADCY1
Tissue-Endocrine and CNS ADCY1
Ascorbate and aldarate metabolism CYP26B1
Gamma Hexachlorocyclohexane degradation CYP26B1
Flavonoids stilbene and lignin biosynthesis CYP26B1
Purine metabolism ADCY1
Adipogenesis CYP26B1
IL-2 NetPath mTOR
Insulin Signaling mTOR
B Cell Receptor NetPath PPP3CA
MAPK signaling pathway PPP3CA
Fluorene degradation CYP26B1
Signalkaskaden identifiziert, in denen sich die potenziellen Zielgene der miR-100 befinden.
ADCY1 und PPP3CA sind Proteine des G-Protein Signalweges und weisen Bindungs-
stellen in der 3’UTR mit miR-100 auf. Im Wnt-Signalweg wurden FZD5 und FZD8 als
Zielgene identifiziert. Diese weisen Bindungsstellen in der 3’UTR bzw. CDS auf. mTOR ist
im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg vertreten. In den u¨brigen Signalkaskaden konnte jeweils
nur ein Zielgen der miR-100 identifiziert werden. Diese waren entweder mTOR, ADCY1,
CYP26B1 oder PPP3CA.
3.5.3. Analyse der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade
In den Fokus weiterfu¨hrender Analysen ru¨ckte das Protein mTOR. Die geringe Faltungs-
energie machte es zu einem interessanten Kandidatenzielgen. mTOR reguliert das Zell-
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wachstum, die Zellproliferation und das U¨berleben der Zellen. Dadurch steht es im Zu-
sammenhang mit verschiedenen malignen Erkrankungen (s. S. 22).
Fu¨r diese Analysen wurde der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg basierend auf der KEGG Da-
tenbank verwendet. Im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg sind 52 Proteine enthalten. Diese
wurden extrahiert und die entsprechende mRNA mithilfe des Programms OTTO auf Bin-
dungsstellen fu¨r die miR-100 in ihrer 3’UTR untersucht. Dieses Kriterium wurde gewa¨hlt,
um die Stringenz der Analysen zu erho¨hen. Bindungen von miRNAs an die CDS der Ziel-
gene sind zwar bekannt, jedoch selten. Gerade fu¨r tierische Zellen ist die Bindung der
miRNA an die 3’UTR am ha¨ufigsten charakterisiert. Die Einstellungen fu¨r die Analysen
wurden wie in Kapitel 3.5.1 gewa¨hlt.
Abbildung 3.4.: Die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade. In rot sind die potenziellen Zielgene der miR-100
dargestellt. Diese besitzen in ihrer 3’UTR Bindungstellen fu¨r die miRNA mit einer maximalen Faltungs-
energie von -25 kcal/mol.
Von den im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg hinterlegten Genen weisen 15 Gene potenzi-
elle Bindungsstellen fu¨r die miR-100 in ihrer 3’UTR auf. Dies entspricht etwa 29% der
im Signalweg hinterlegten Proteine. Die Zielgene verteilen sich u¨ber den gesamten Si-
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gnalweg. Die katalytischen p110δ/γ sowie die regulatorische Untereinheit p85α der PI3K
enthalten jeweils Bindungsstellen fu¨r die miR-100. P110δ entha¨lt zwei Bindungsstellen
mit Faltungsenergien von -25,2 kcal/mol und -27,6 kcal/mol. Fu¨r die p110γ Untereinheit
wurde eine Faltungssenergie von -27,5 kcal/mol und fu¨r die p85α regulatorische Einheit
eine Faltungsenergie von -28,3 kcal/mol errechnet. PDK-1 wurde ebenfalls als potenzielles
Zielgen der miR-100 identifiziert. Die Phosphoinositid-abha¨ngige Protein Kinase 1 hat
eine zentrale Rolle im Signalweg, und ist fu¨r eine Aktivierung von Akt notwendig. Die
Faltungsenergie der 3’UTR mit der miR-100 betra¨gt -25,7 kcal/mol. Akt2 ist ein Mitglied
der Akt-Familie. Fu¨r dieses Protein, bzw. die entsprechende mRNA konnte eine potenzi-
elle Bindungsstelle fu¨r die miR-100 identifiziert werden. Diese weist eine Faltungsenergie
von -26,3 kcal/mol auf und erstreckt sich ohne Mismatch u¨ber die gesamte Seed -Sequenz,
bzw. die Basen 1-10 der miRNA. Ebenfalls eine vollsta¨ndige Seed -Bindung mit der miR-
100 zeigt mTOR (vgl. Abb. 3.5). G:U Wobbel Basenpaarungen werden in dieser Sequenz
Abbildung 3.5.: Bindung der miR-100 an die 3’UTR von mTOR. Die Seed -Sequenz der miRNA ist
hervorgehoben.
nicht detektiert und die maximale Faltungsenergie betra¨gt -29,7 kcal/mol (s. Anhang
Abb. 5.4, S. 135). Ein weiteres potenzielles Zielgen der miR-100 ist Raptor, ein Protein
welches zusammen mit mTOR im mTORC1 Komplex vorliegt. Fu¨r Raptor wurden in der
3’UTR zwei Bindungsstellen fu¨r die miR-100 gefunden. Diese besitzen Faltungsenergien
von -25,5 kcal/mol sowie -26,2 kcal/mol und u¨berlappen sich. Ein Inhibitor von mTOR,
der Tuberin/Hamartin Komplex zeigt ebenfalls potenzielle Bindungsstellen fu¨r die miR-
NA. TSC1 ist ein Bestandteil dieses Komplexes und besitzt zwei Bindungsstellen in der
3’UTR mit einer Faltungsenergie von -28,7 kcal/mol bzw. -31,4 kcal/mol. Eine vollsta¨ndi-
ge U¨bersicht der potenziellen Zielgene der miR-100 im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg gibt
die Abb. 3.4.
Neben dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg wurden noch weitere Signalkaskaden auf An-
ha¨ufungen von potenziellen miR-100 Zielgenen analysiert. Der Wnt-Signalweg beinhaltet
72 Mediatoren, von denen neun potenzielle Bindungsstellen in ihrer 3’UTR mit der miR-
100 aufweisen. Eine Analyse weiterer Signalkaskaden zeigte durchschnittlich in etwa 11%
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der Proteine einer Signalkaskade potenzielle Bindungsstellen fu¨r die miR-100. Dieser Wert
liegt deutlich unter der Anzahl potenzieller Zielgene im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg.
3.6. Transduktionseffizienzen
In den folgenden Experimenten sollte der Einfluss der miR-100 auf leuka¨mische Zellen
na¨her untersucht werden. Da die miRNA in Patienten mit AML Translokation (8;21) im
Vergleich zu PB-MNCs stark reduziert ist, wurde die miR-100 lentiviral u¨berexprimiert.
Durch diese Vera¨nderung der miRNA Expression kann man die Effekte, die diese miRNA
auf die Zelle ausu¨bt, untersuchen. Eine Vera¨nderung des miRNA Gehaltes in der Zelle
kann Signalkaskaden, und somit das Verhalten der Zellen beeinflussen.
Um eine reife miRNA u¨berexprimieren zu ko¨nnen, wurde eine pre-miRNA mithilfe lentivi-
raler Vektoren in die Zellen eingebracht und von diesen prozessiert. Daher wurde zuna¨chst
die pre-miR-100 in den lentiviralen Vektor SIEW kloniert (s. S. 48). Nach lentiviraler
Transduktion der Zielzellen und stabiler Integration in das Genom der Zellen, wird die
reife miRNA prozessiert. Durch diese Methode erreicht man eine versta¨rkte Expression
einzelner miRNAs.
Als Zellkulturmodell fu¨r die AML mit Translokation (8;21) wurde die Zelllinie Kasumi-
1 verwendet. Diese Zelllinie wurde aus dem peripheren Blut eines 7-ja¨hrigen Jungen
mit einer AML (M2) etabliert. Sie entha¨lt das Fusionsprotein AML1/ETO. Als weiteres
leuka¨misches Zellkulturmodell wurde die Zelllinie K562 fu¨r einige Experimente verwen-
det. Diese Zelllinie wurde aus einer 53-ja¨hrigen Frau mit chronischer myeloischer Leuka¨mie
(Ph+) isoliert. Weiterhin wurde die U937 Zelllinie als Kontrollzelllinie fu¨r erste Experi-
mente verwendet. Diese Zellen wurden aus dem Pleuraerguss eines 37-ja¨hrigen Mannes
mit einem diffusen histozyta¨ren Lymphom isoliert.
32D ist eine IL3-abha¨ngige, murine Knochenmarkzelllinie, die aus C3H/HeJ Ma¨usen iso-
liert wurde. 32D∆trkA ist eine IL3-unabha¨ngige Form dieser Zelllinie, die eine modifizierte
Form des Tropomyosin-related Kinase Rezeptor (TRKA) exprimiert. Diese Zelllinie zeich-
net sich durch einen konstitutiv aktivierten mTOR-Signalweg aus. Als Kontrollzellline zur
32D∆trkA diente die Zellline 32D-ctrl, die mit einem CD34-Vektor transduziert wurde.
Die Transduktion wurde fu¨r alle Zelllinien mit einer MOI von etwa 2 durchgefu¨hrt (vgl.
S. 60). Es wurden jeweils S-miR-100-IEW und ein Kontrollkonstrukt (SIEW oder S-miR-
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ctrl-IEW) transduziert. Diese Vektoren beinhalten das gfp Gen, wodurch sich die Trans-
duktionseffizienz leicht mittels FACS Analysen u¨berpru¨fen la¨sst. Man erhielt etwa 99%
GFP-positive Zellen. Fu¨r alle Experimente wurden die Effekte der miR-100 im Vergleich
zu den Kontrollkonstrukten bestimmt.
In Kasumi-1 Zellen erreichte man nach Transduktion mit S-miR-100-IEW eine mittlere
Fluoreszenz Intensita¨t (MFI) von 550. Fu¨r das Kontrollkonstrukt wurde eine MFI von
700 erreicht. In den Experimenten konnte durchschnittlich eine 15-fache U¨berexpression
der miR-100 erzielt werden. Je nach Viruspra¨paration bewegte sich die U¨berexpression
zwischen einem Fold Change von 15 bis 30. Die erho¨hte Expression der miR-100 in diesen
Zellen blieb stabil.
K562 Zellen nehmen den Virus bei Transduktion wesentlich leichter auf, als Kasumi-1
Zellen. Die MFI in diesen Zellen betrug etwa 1500 fu¨r S-miR-100-IEW und die Kon-
trollkonstrukte. Die miR-100 konnte dadurch etwa 250-fach u¨berexprimiert werden. U937
Zellen verhielten sich nach Transduktion wie K562 Zellen. Durchschnittlich konnte die
miR-100 50-fach u¨berexprimiert werden.
32D∆trkA und 32D-ctrl wurden ohne Spinokulation transduziert, da diese Zellen sehr
sensitiv auf die virale Transduktion reagierten. Bei mindestens 98% GFP-positiver Zellen,
wurde in diesen Zellen eine MFI von etwa 700 fu¨r Kontroll-transduzierte, bzw. von 500
fu¨r miR-100 transduzierte Zellen gemessen. Die miR-100 konnte in diesen Zellen weit u¨ber
2000-fach u¨berexprminiert werden.
3.7. Valdierung der miR-100 Zielgene
3.7.1. Western Blot Analysen
In tierischen Zellen regulieren miRNAs ihre Zielgenen durch Inhibierung der Translation.
Durch die Bindung der miRNA an die Zielsequenzen kommt es zur Blockade der Transla-
tion und somit zu einer reduzierten Proteinexpression. In diesem Prozess wird die mRNA
nicht degradiert. Um Interaktionen einer miRNA mit einer Zielsequenz nachzuweisen ist es
daher notwendig, Expressionsunterschiede auf Proteinebene zu untersuchen. Eine Metho-
de ist die Analyse des Proteingehalts mittels Western Blot. Dazu wird die entsprechende
miRNA in Zellen u¨berexprimiert. Durch die erho¨hte Expression der miRNA kommt es
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zur vermehrten Inhibierung der Translation entsprechender Zielsequenzen. Die Reduktion
potenzieller Ziel-Proteine kann so nachgewiesen werden.
Zur Validierung einiger vorhergesagter Zielgene wurden Kasumi-1 und K562 Zellen ge-
nutzt. In diesen Zellen wurde die miR-100 lentiviral u¨berexprimiert. Als Kontrolle wurden
entsprechende Kontroll-Vektoren verwendet. Die Effizienz der Transduktion wurde nach
4 Tagen mittels FACS gemessen (s. S. 97). Am Tag 5 nach der Transduktion wurden die
Proteinlysate gewonnen und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die erho¨hte
Expression der miRNA sollte in einer reduzierten Expression entsprechender Ziel-Proteine
resultieren. Als Ladekontrolle fu¨r den Western Blot wurde entweder β-Actin oder SNF2H
genutzt. SNF2H besitzt laut TargetScan ebenfalls eine Bindungsstelle fu¨r die miR-100.
Dies wurde in ersten Experimenten mittels Western Blot untersucht und konnte nicht be-
sta¨tigt werden. Vielmehr stellte sich heraus, dass dieses Protein unter allen Bedingungen
in unvera¨ndertem Maß vorliegt. Mithilfe einer RNA22 Analyse dieses Proteins konnten
ebenfalls keine Bindungsstellen festgestellt werden. Fu¨r die Auswertung der Daten wurden
die Proteinexpressionen entweder auf die Expression von β-Actin oder SNF2H normali-
siert. Die Expression des zu untersuchenden Proteins wurde fu¨r Wildtypzellen zu 100%
kalkuliert. Die Proteinexpression in miR-100 oder Kontroll-transduzierten Zellen wurde
im Verha¨ltnis dazu errechnet.
Zuna¨chst wurden die Effekte einer U¨berexpression von miR-100 auf die Expression von
mTOR analysiert. Mit -29,7 kcal/mol besitzt diese potenzielle Bindungsstelle eine sehr
gu¨nstige energetische Verteilung. Daher wurde erwartet, dass dieses Protein nach U¨ber-
expression der miRNA reduziert in den Zellen vorliegt. Die U¨berexpression der miR-100
in Kasumi-1 Zellen resultierte in einer Reduktion von mTOR um durchschnittlich 48,5%
im Vergleich zu Wildtypzellen. Fu¨r Kontroll-transduzierte Zellen wurde eine Reduktion
des Protein von 14,5% im Vergleich zu Wildtypzellen gemessen. In K562 Zellen wurden
keine Unterschiede in der Expression von mTOR in Wildtyp- und Kontrollzellen festge-
stellt. Eine U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen resultierte in einer um etwa 36%
verringerten Expression des Proteins. Fu¨r diese Analysen wurden jeweils die Mittelwerte
von drei unabha¨ngigen Experimenten kalkuliert (s. Abb. 3.6a).
Als na¨chstes potenzielles Zielgen wurde Raptor analysiert. Dieses Protein bildet zusammen
mit mTOR und weiteren Proteinen den regulatorischen mTORC1-Komplex. Die 3’UTR
von Raptor weist zwei potenzielle Bindungsstellen fu¨r die miR-100 auf. Die Faltungsener-
gie dieser Bindungsstellen ist geringer als die von mTOR und betra¨gt durchschnittlich
-25,8 kcal/mol.
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Abbildung 3.6.: Ergebnisse der Western Blot Analysen. Die miR-100 wurde in Kasumi-1 und K562
Zellen lentiviral u¨berexprimiert. Dargestellt ist ein repra¨sentatives Experiment. Zur Quantifizierung wur-
den 2, bzw. 3 unabha¨ngige Experimente analysiert. a) mTOR ist um ca. 40-50%, b) Raptor ist um ca.
25-35%, c) Akt2 ist um ca. 40-50% und d) p85α ist um 45-50% in Zellen nach miR-100 U¨berexpression
reduziert.
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Weiterhin wurden fu¨r beide Bindungsstellen Mismatche in der Seed -Sequenz identifiziert.
Zur Validierung von Raptor als Zielsequenz fu¨r die miR-100 wurden jeweils zwei repra¨-
sentative Experimente herangezogen. Die U¨berexpression der miR-100 resultierte in einer
Reduktion von Raptor um durchschnittlich 36% fu¨r Kasumi-1 Zellen und um etwa 26%
fu¨r K562 Zellen. Trotz der Vielzahl der Bindungstellen in der 3’UTR von Raptor liegt
eine geringere Reduktion des Proteins nach U¨berexpression der miR-100 vor. Die Trans-
duktion der Zellen mit einem Kontroll-Vektor zeigte keine bis geringe Effekte auf die
Proteinexpression (2-6% Unterschied zu Wildtypzellen) (s. Abb. 3.6b).
Eine U¨berexpression der miR-100 in leuka¨mischen Zellen resultiert somit in einer Reduk-
tion zweier essentieller Proteine des mTORC1 Komplexes. MLST8 ist ein weiterer Be-
standteil dieses Komplexes und weist eine potenzielle Bindungsstelle fu¨r die miR-100 in
der CDS auf. Fu¨r die weiteren Bestandteile des Komplexes, PRAS40 und DEPTOR, konn-
ten mithilfe des Programms OTTO keine potenziellen Bindungsstellen fu¨r die miR-100
identifiziert werden. Daher wurden diese Proteine nicht mittels Western Blot analysiert.
Upstream des mTORC1-Komplexes befinden sich PI3K und Akt. In der Familie der
Akt Proteine wurde fu¨r Akt2 eine potenzielle Bindungsstelle fu¨r die miR-100 in der
3’UTR gefunden. Diese Bindungsstelle ist Mismatch-frei bei einer Faltungsenergie von
-26,3 kcal/mol. In Kasumi-1 Zellen wurde nach U¨berexpression der miR-100 eine durch-
schnittliche Reduktion von Akt2 um 40% in drei unabha¨ngigen Experimenten gemessen.
Fu¨r K562 Zellen wurden zwei Experimente durchgefu¨hrt. In diesen wurden eine um etwa
50% reduzierte Expression des Proteins detektiert. Fu¨r die Kontrollzellen wurde, im Ver-
gleich zu Wildtypzellen, keine Vera¨nderung der Proteinexpression gemessen (s. Abb. 3.6c).
Fu¨r die p85α Untereinheit der PI3K konnte eine potenzielle Bindungsstelle fu¨r die miR-
100 in der 3’UTR gefunden werden. Diese zeigte eine maximale Faltungsenergie von
-28,3 kcal/mol. Fu¨r Kasumi-1 und K562 Zellen wurden jeweils zwei Experimente durchge-
fu¨hrt. Nach lentiviraler U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen konnte fu¨r Kasumi-1
Zellen eine Reduktion von p85α um u¨ber 50%, fu¨r K562 Zellen um 45% im Vergleich zu
Wildtypzellen gemessen werden. In beiden Fa¨llen wurde fu¨r Kontroll-transduzierte Zellen
eine Reduktion von p85α um etwa 10% gemessen (s. Abb. 3.6d).
Neben p85α zeigte die katalytische Untereinheit p110δ der PI3K zwei potenzielle Bin-
dungsstellen in der 3’UTR fu¨r die miR-100. Bei Faltungsenergien von -25,2 kcal/mol
und -27,6 kcal/mol wurden Mismatche und Bulges in der Bindung identifiziert. In K562
Zellen konnte p110δ nicht mittels Western Blot detektiert werden. Eine U¨berexpressi-
on der miR-100 in Kasumi-1 Zellen zeigte keine Reduktion der p110δ Untereinheit. In
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Abbildung 3.7.: p110δ konnte nur in Kasumi-1 Zellen detektiert werden. Eine Regulation des Proteins
nach U¨berexpression der miR-100 wurde nicht detektiert. Dargestellt ist ein repra¨sentativer Western Blot,
zur Quantifizierung wurden 2 unabha¨ngige Experimente genutzt.
zwei unabha¨ngigen Experimenten betrug die Expression in Kontroll-transduzierten, miR-
100-u¨berexprimierenden und Wildtypzellen 100% (s. Abb. 3.7). Diese PI3K Untereinheit
konnte somit nicht als potenzielles Zielgen der miRNA besta¨tigt werden.
Neben dem mTORC1 spielt der mTORC2-Komplex im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg eine
entscheidende Rolle. mTORC2 ist durch die Phosphorylierung von Akt an Ser473 fu¨r die
vollsta¨ndige Aktivierung dieses Proteins essentiell. Im Gegensatz zu mTORC1 beinhaltet
mTORC2 das Protein Rictor. Raptor ist in diesem Komplex nicht vorhanden. Dadurch
ist dieser Komplex Rapamycin-insensitiv (vgl. Kapitel 1.5.3, S. 23). Fu¨r Rictor wurden
mithilfe des Programms OTTO keine Bindungsstellen fu¨r die miR-100 identifiziert. Da-
her wurde keine Reduktion des Proteins nach U¨berexpression der miRNA erwartet. Dies
konnte in jeweils zwei Experimenten fu¨r Kasumi-1 und K562 Zellen besta¨tigt werden (s.
Abb. 3.8). Die Expression von Rictor schwankte fu¨r miR-100 und Kontroll-transduzierte
Zellen zwischen 90 und 120% im Vergleich zu Wildtypzellen.
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Abbildung 3.8.: Rictor ist Teil des mTORC2-Komplexes und weist keine potenziellen Bindungsstellen
fu¨r die miR-100 in der 3’UTR auf. In der Western Blot Analyse konnte keine Reduktion des Proteins
nach U¨berexpression der miR-100 in Kasumi-1 und K562 Zellen gezeigt werden. Dargestellt ist jeweils
ein repra¨sentativer Western Blot. Zur Quantifizierung wurden jeweils 2 Experimente genutzt.
3.7.2. Luziferase Assay
Eine weitere Methode zur Validierung von miRNA Zielgenen sind Reportergen Assays.
In dieser Arbeit wurden fu¨r diese Analysen Luziferase Assays verwendet. Hierzu wur-
den die entsprechenden Zielsequenzen in die 3’-Region der Renilla Luziferase des Vektors
psiCHECK-2 kloniert. Dieses Konstrukt wurde zusammen mit der miRNA in Zellen trans-
fiziert. Nach der Prozessierung bindet die miRNA an die Zielsequenz im psiCHECK-2
Vektor. Dies fu¨hrt zur Degradation der Renilla Luziferase und somit zu einer reduzierten
Aktivita¨t. Mit dieser Methode lassen sich direkte Interaktionen zwischen Zielsequenzen
und miRNAs nachweisen. Fu¨r die Versuche wurde entweder die Zielsequenz von mTOR
mRNA, oder die beiden sich u¨berlappenden Zielsequenzen der raptor mRNA in den Vektor
psiCHECK-2 kloniert. 293 Zellen wurden mit den entsprechenden Vektoren lipofiziert (s.
S. 62). Das Luziferase Assay wurde 24 h nach Lipofektion durchgefu¨hrt. Zur Auswertung
wurden drei repra¨sentative Experimente herangezogen und die statistische Signifikanz
mithilfe eines t-Tests analysiert. Die Reduktion der Renilla Luziferase durch die miRNA
wurde im Vergleich zum Kontroll-Vektor bestimmt.
Bei einer Ko-Transfektion der miR-100 und psiCHECK-2-mTOR in 293 Zellen, wurde
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Abbildung 3.9.: Ergebnis des Luziferase Assays. a) miR-100 reduziert die Luziferase Aktivita¨t durch
Bindung an die mTOR Zielsequenz im psiCHECK-2 Vektor um etwa 43%, b) durch Bindung an die
Raptor Zielsequenz wurde die Renilla Luziferase Aktivita¨t um 33% verringert.
im Luziferase Assay eine durchschnittliche Reduktion der Renilla Luziferase Aktivita¨t
von etwa 43% beobachtet. Dieses Ergebnis ist hochsignifikant und spricht somit fu¨r eine
direkte Interaktion der miR-100 mit der entsprechenden Zielsequenz in der 3’UTR von
mTOR. Eine direkte Interaktion wurde ebenfalls fu¨r Zielsequenz in der raptor mRNA
nachgewiesen. Die miR-100 inhibiert in diesem Fall die Luziferase Aktivita¨t um u¨ber 30%
im Vergleich zum Kontroll-Vektor. Trotz der doppelten Bindungsstellen fu¨r die miRNA
in der raptor mRNA, konnte in keinem Experiment eine ho¨here Reduktion der Luziferase
Aktivita¨t, als fu¨r die mTOR Zielsequenz gemessen werden.
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3.7.3. mRNA Expression nach miR-100 U¨berexpression
In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass eine U¨berexpression der miR-100
in einer reduzierten Proteinexpression von mTOR, Raptor, Akt2 und p85α resultiert.
Weiterhin konnte die direkte Interaktion der miRNA mit den entsprechenden Zielsequen-
zen der 3’UTR von mTOR und raptor mRNA nachgewiesen werden. Die Reduktion der
Proteine in tierischen Zellen la¨sst sich oft auf eine Unterdru¨ckung der Translation zuru¨ck-
fu¨hren. Dabei verbleibt die mRNA in der Zelle, wird jedoch nicht mehr translatiert. Die
Degradation der mRNA durch den miRNA-RISC Komplex wird in tierischen Zellen selten
beobachtet.
Abbildung 3.10.: Ergebnis der RT-PCR. Signifikante Unterschiede in der Expression von mTOR,
raptor, akt2 und p85α mRNA wurden in Kasumi-1 bei einer miR-100 U¨berexpression nicht festgestellt.
-∆Ct reflektiert die relative Expression.
Mithilfe der RT-PCR kann man dieses Pha¨nomen untersuchen. Dazu wurde RNA trans-
duzierter Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mithilfe spezifischer Primer fu¨r
mTOR, raptor, akt2 und p85α mRNA wurde dann in einer real-time PCR die mRNA
relativ zur gapdh mRNA quantifiziert. Als relative Expression kann der ∆Ct Wert an-
gesehen werden. Zur besseren graphischen Darstellung wurde der -∆Ct Wert errechnet.
Abbildung 3.10 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR fu¨r die mTOR, raptor, akt2 und p85α
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mRNA. Fu¨r die vier Zielgene der miR-100 wurden in Wildtyp-, Kontrollzellen und miR-
100 transduzierten Zellen keine signifikanten Unterschiede in der Expression der mRNA
festgestellt. Es wurden drei unabha¨ngige Experimente durchgefu¨hrt. Somit kann man eine
Degradation der mRNA Zielsequenzen durch die Wirkung der miR-100 ausschließen.
3.8. Effekte der miR-100 auf verschiedene Zelllinien
Nachdem vier Proteine des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges als Zielgene der miR-100 vor-
hergesagt und besta¨tigt wurden, sollten die Effekte, die die miRNA auf Zellen ausu¨bt na¨her
untersucht werden. Dazu wurden die entsprechenden Zellen wie in Kapitel 3.6 beschrieben
lentiviral mit miR-100 oder entsprechenden Kontroll-Vektoren transduziert. Dadurch kann
man eine stabil erho¨hte Expression der miRNA u¨ber einen langen Zeitraum erreichen.
Abbildung 3.11.: Proliferationsverhalten von U937 Zellen nach Transduktion mit Kontroll bzw. pre-
miR-100 Virusu¨berstand. Die U¨berexpression der miR-100 zeigte keinen Effekt auf die Zellproliferation.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten.
Zuna¨chst wurden die Effekte der miR-100 auf U937 Zellen untersucht. Morphologisch
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konnten in diesen Zellen keine Vera¨nderungen nach lentiviraler Transduktion festgestellt
werden. Zur Analyse der Zellproliferation wurde die Zellzahl u¨ber einen Zeitraum von 8
Tagen mittels Trypanblau Ausschluß bestimmt. Abb. 3.11 zeigt repra¨sentativ das Prolife-
rationsverhalten von U937 Zellen nach Transduktion. Die Proliferation der Wildtypzellen
wurde zu 100% normalisiert. Die erho¨hte Expression der miR-100 in diesen Zellen zeigte
keine Effekte auf die Zellproliferation im Vergleich zu Kontroll-transduzierten Zellen.
Abbildung 3.12.: Proliferationsverhalten von K562 Zellen nach Transduktion mit Kontroll bzw. pre-
miR-100 Virusu¨berstand. Eine erho¨hte miR-100 Expression verminderte die Zellproliferation um etwa
10% im Vergleich zu Kontrollzellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten.
Weiterhin wurden K562 Zellen auf ihre Reaktion gegenu¨ber einer erho¨hten Expression der
miR-100 getestet. In diesen Zellen konnte die miRNA sehr stark u¨berexprimiert werden
(etwa 250-fach). In Abb. 3.12 ist das Proliferationsverhalten von K562 Zellen nach lentivi-
raler Transduktion mit Kontroll-, bzw. pre-miR-100 Virusu¨berstand gezeigt. Im Vergleich
zu Kontrollzellen wurde fu¨r eine U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen eine minimal
verminderte Zellproliferation festgestellt.
Eine Transduktion der t(8;21) positiven Zelllinie Kasumi-1 mit der miR-100 zeigte ein
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Abbildung 3.13.: Proliferationsverhalten von Kasumi-1 Zellen nach Transduktion mit Kontroll bzw. pre-
miR-100 Virusu¨berstand. Die U¨berexpression der miR-100 resultierte in einer Proliferationshemmung um
55% im Vergleich zu Kontrollzellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten.
anderes Ergebnis. Nach lentiviraler Transduktion der Zellen mit der pre-miR-100 wur-
de eine etwa 15 bis 30-fach erho¨hte Expression der miR-100 in den Zellen detektiert.
Weiterhin verminderte sich die Proliferation dieser Zellen um etwa 55% im Vergleich zu
Kontrollzellen (vgl. Abb. 3.13).
Als weiteres Leuka¨mie Modell wurden die Zelllinien 32D-ctrl und 32D∆trkA verwendet.
Die U¨berexpression der miR-100 in der 32D-ctrl Zelllinie zeigte geringere Effekte als bei
Kasumi-1 Zellen. Die Proliferation nach U¨berexpression verminderte sich um etwa 35%
(vgl. Abb. 3.14).
32D∆trkA zeichnen sich durch einen konstitutiv aktivierten mTOR-Signalweg aus. Diese
Zellen reagieren daher a¨ußerst sensitiv auf eine Hemmung dieses Signalweges. Dies wurde
ebenfalls nach einer versta¨rkten Expression der miR-100 (etwa 2000-fach) beobachtet.
Eine lentivirale U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen zeigte eine Verminderung
der Proliferation um etwa 70% im Vergleich zu Kontrollzellen (vgl. Abb. 3.15).
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Abbildung 3.14.: Proliferationsverhalten von 32D-ctrl Zellen nach Transduktion mit Kontroll bzw. pre-
miR-100 Virusu¨berstand. Die U¨berexpression der miR-100 resultierte in einer Proliferationshemmung von
etwa 35% im Vergleich zu Kontrollzellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten
Abbildung 3.15.: Proliferationsverhalten von 32D∆trkA Zellen nach Transduktion mit Kontroll bzw.
pre-miR-100 Virusu¨berstand. Die U¨berexpression der miR-100 resultiert in einer starken Proliferations-
hemmung von u¨ber 70% im Vergleich zu Kontrollzellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experi-
menten
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3.9. Effekte von Rapamycin
mTOR und Raptor wurden in den vorangegangenen Experimenten als Zielgene der miR-
100 validiert. Es stellt sich daher die Frage, inwieweit diese miRNA die Effekte von Rapa-
mycin auf die Zellen beeinflusst. Rapamycin ist ein selektiver Inhibitor von mTORC1. Der
mTORC2-Komplex ist nicht zuga¨nglich fu¨r die Wirkung dieses Makrolid-Antibiotikums.
Fu¨r die weiteren Experimente wurden daher verschiedene Zelllinien auf ihre Sensitivita¨t
gegenu¨ber Rapamycin getestet. In der Literatur wird fu¨r U937 und K562 eine Insensitivi-
ta¨t gegenu¨ber dem Medikament beschrieben [97]. Neben diesen beiden Zelllinien wurden
ebenfalls Kasumi-1 Zellen verwendet. Weiterhin wurden 32D∆trkA Zellen genutzt. Diese
murinen, ha¨matopoetischen Zellen sollten sensitiv auf Rapamycin reagieren [68]. Entspre-
chende Kontrollzellen wurden ebenfalls getestet.
Tabelle 3.14.: Rapamycin Sensitivita¨t verschiedener Zelllinien. U937 und K562 Zellen sind Rapamycin
insensitiv. Kasumi-1 und 32D-ctrl Zellen zeigten moderate Effekte nach Behandlung mit Rapamycin.
32D∆trkA sind Rapamycin sensitiv. % vitale Zellen 24 h nach Behandlung.
% Vital U937 K562 Kasumi-1 32D-ctrl 32D∆trkA
nM Rapa MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Wildtyp 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
DMSO 98,6 2,0 97,9 11,8 104,6 1,8 94,1 6,4 100,3 13,1
12 97,9 3,0 94,6 1,3 88,4 2,5 85,5 13,6 48,9 6,7
25 99,3 1,0 104,0 12,0 93,0 4,3 84,3 3,9 48,5 3,3
50 103,3 2,7 97,0 4,2 93,3 9,4 84,8 10,0 45,0 3,9
100 97,9 3,0 96,4 13,9 85,5 1,7 89,3 8,4 45,5 1,0
Um die Sensitivita¨t der verschiedenen Zelllinien gegenu¨ber Rapamycin zu untersuchen,
wurden diese mit verschiedenen Konzentrationen des Antibiotikums inkubiert. In einem
Kontrollansatz wurde DMSO zu den Zellen gegeben. Die Vitalita¨t der Zellen wurde mittels
Trypanblau Ausschluß analysiert. Es wurden drei unabha¨ngige Experimente durchgefu¨hrt
und die Mittelwerte, sowie Standardabweichungen bestimmt. Die Ergebnisse dieser Un-
tersuchung sind in Tabelle 3.14 dargestellt.
Wie erwartet zeigten die Zelllinien U937 und K562 keine Reaktion auf die Behandlung
mit Rapamycin. Der Anteil vitaler Zellen war auch bei hohen Konzentrationen ≥95%.
Kasumi-1 und 32D-ctrl Zellen zeigen nach Behandlung mit dem Antibiotikum moderate
Effekte auf die Vitalita¨t der Zellen. Fu¨r Kasumi-1 Zellen wurde bei hohen Konzentrationen
von 100 nM Rapamycin eine leicht verminderte Proliferation festgestellt. Hier konnte eine
Reduktion vitaler Zellen um etwa 15% gemessen werden. Fu¨r 32D-ctrl Zellen wurde, auch
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bei niedrigeren Konzentrationen von Rapamycin, eine Reduktion vitaler Zellen um etwa
15%, gemessen. Im Vergleich dazu zeigten 32D∆trkA Zellen einen starken Effekt nach
Behandlung mit Rapamycin. Schon bei geringen Konzentrationen von 12 nM verminderte
sich die Zellproliferation und die vitalen Zellen um ≥50%. Durch ho¨here Konzentrationen
konnte dieser Effekt auf etwa 55% erho¨ht werden.
3.10. Effekte von Rapamycin und miR-100
Die miR-100 kann durch die Bindung an mTOR und raptor mRNA die Expression der
entsprechenden Proteine regulieren. Eine Bindung der miRNA an diese Zielsequenzen
resultierte in einer verminderten Proteinexpression (vgl. Abb. 3.6, S. 100). Es stellt sich
daher die Frage, wie die miR-100 durch diese Regulierung die Effekte von Rapamycin
auf leuka¨mische Zellen beeinflussen kann. Wie in Abschnitt 3.9 gezeigt, sind die ha¨ma-
topoetischen Zelllinien U937 und K562 Rapamycin insensitiv, Kasumi-1 Zellen zeigten
leichte Effekte bei ho¨heren Konzentrationen des Antibiotikums. Aufgrund dieser relativen
Rapamycin-Insensitivita¨t, wurde fu¨r diese Experimente ein zusa¨tzliches Medikament ge-
nutzt. U¨ber diesen
”
Umweg“ sollte versucht werden, deutlichere Effekte zu erzielen, um
so die Wirkung der miR-100 zu untersuchen. Da Rapamycin die Effekte von HDACIs
versta¨rkt [87], wurde fu¨r die folgenden Experimente Trichostatin A (TSA) verwendet.
Fu¨r die Experimente wurde die miR-100 lentiviral in Kasumi-1 Zellen u¨berexprimiert. Ein
entsprechender Kontroll-Vektor diente als Kontrolle. Nach 4 Tagen wurde die Transduk-
tionseffizienz bestimmt und die Zellen fu¨r 24 h mit 25 ng/ml TSA oder 25 ng/ml TSA und
100 nM Rapamycin behandelt. Die Effekte auf die Proliferation der Zellen wurden mittels
Trypanblau Ausschluss analysiert. Die Proliferation der entsprechenden, unbehandelten
Zellen wurde fu¨r die Auswertung auf 100% normalisiert. Das Proliferationsverhalten wurde
relativ zur entsprechenden, unbehandelten Zellline kalkuliert. Dadurch konnten die schon
bekannten proliferationsinhibierenden Effekte der miR-100 fu¨r die Analysen eliminiert
werden.
Die Behandlung von Kontrollzellen mit TSA reduzierte die Proliferation um 34% auf etwa
66% relativ zu unbehandelten Kontrollzellen. Dieser Effekt wurde durch Rapamycin signi-
fikant (p≤0,05) versta¨rkt. Die Proliferation wurde zusa¨tzlich um 13% reduziert. Zellen, in
denen die miR-100 u¨berexprimiert wurden, zeigen ein vera¨ndertes Ansprechen auf TSA.
Die Proliferation wurde in diesen Zellen um 49% reduziert. Dieser signifikante Effekt ent-
spricht dem gleichen Effekt, der durch eine Behandlung von Kontrollzellen mit TSA und
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Abbildung 3.16.: Proliferationsverhalten von Kasumi-1 Zellen nach Behandlung mit TSA und Rapa-
mycin. Dargestellt ist der Mittelwert, sowie die Standardabweichung aus drei Experimenten.
Rapamycin erzielt wurde. Eine zusa¨tzliche Behandlung der Zellen mit Rapamycin redu-
zierte die Proliferationsrate in einem sta¨rkeren Maß. Dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Die miR-100 versta¨rkt, wie Rapamycin, die Wirkung des HDACI Trichostatin
A.
3.11. Effekte der miR-100 auf HuH-7 Zellen
3.11.1. U¨berexpression der miR-100
HuH-7 ist eine hepatozellula¨re Karzinomzelllinie, die eine bekannte Sensitivita¨t gegenu¨ber
Rapamycin besitzt [98]. Bereits Konzentrationen von 5 nM hemmen die Proliferation die-
ser Zellen um etwa 50%. Aufgrund dieses starken Ansprechens auf Rapamycin, wurde
diese Zellline ebenfalls als Modellsystem zur Analyse der Effekte der miR-100 genutzt.
In HuH-7 wurde die miR-100 lentiviral u¨berexprimiert. Mittels FACS-Analysen wurde
die Transduktionseffizienz analysiert. Zur Auswertung der miRNA U¨berexpression wurde
112
3.11. Effekte der miR-100 auf HuH-7 Zellen
eine miR-qRT-PCR durchgefu¨hrt. Vier Tage nach lentiviraler Transduktion der HuH-7
wurden unter allen Bedingungen etwa 95% GFP positive Zellen gemessen. Die miR-100
konnte 3,8-fach u¨berexprimiert werden. Die Proliferation der Zellen wurde mithilfe eines
BrdU-Assay oder Trypanblau Ausschluß bestimmt (s. Abb. 3.17).
Abbildung 3.17.: Proliferationsverhalten von HuH-7 Zellen nach lentiviraler Transduktion mit miR-100
oder entsprechenden Kontroll-Vektoren. a) Reduktion der Proliferation von HuH-7 bei einer 3,8-fachen
U¨berexpression der miR-100. b) Nach 7 Tagen reduzierte sich die U¨berexpression der miR-100 auf 1,9-fach.
Die Zellen proliferieren dann wie die Wildtyp- und Kontrollzellen.
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Wa¨hrend der ersten sieben Tage wurde fu¨r miR-100 transduzierte HuH-7 Zellen ein deutli-
cher Proliferationsnachteil gemessen. Wa¨hrend Kontroll- und Wildtypzellen etwa a¨hnlich
proliferierten, war das Wachstum nach U¨berexpression der miRNA um u¨ber 80% ge-
hemmt. Wa¨hrend dieses Zeitraums reduzierte sich die Anzahl GFP-positiver, miR-100
transduzierter Zellen auf etwa 85%. Die GFP Expression in Kontrollzellen blieb stabil.
Weiterhin wurde eine Reduktion der miR-100 in u¨berexprimierenden Zellen festgestellt.
Am Tag sieben konnte mittels miR-qRT-PCR eine 1,9-fach U¨berexpression gemessen wer-
den. Eine Kalkulation der Proliferationsrate u¨ber die Zeit von sieben Tagen hinaus zeigte
eine vera¨nderte Proliferation der Zellen.
Die Proliferationsrate miR-100 transduzierter Zellen erreichte das Niveau der Kontroll-
und Wildtypzellen. Eine Inhibierung des Wachstums durch die miR-100, konnte bei einer
etwa 2-fachen U¨berexpression nicht mehr festgestellt werden.
Eine 4-fache U¨berexpression der miR-100 in HuH-7 Zellen resultierte in einem deutlichen
Proliferationsnachteil dieser Zellen. Nach etwa 7-9 Tagen konnte jedoch nur noch eine
etwa 2-fache U¨berexpression der Zellen gemessen werden. Diese reichte nicht aus, um die
Proliferation der Zellen weiter zu hemmen.
3.11.2. miR-100 dosisabha¨ngige Proliferation der HuH-7
Zur weiteren Analyse der miR-100 und ihrer Effekte auf die Zellen, wurde die miRNA
in unterschiedlichem Maße u¨berexprimiert. Bis zu einem gewissen Grad kann man die
Expression der miRNA durch vermehrte Gabe viralen U¨berstandes erho¨hen. Ab einem
bestimmten Punkt wirkt dieser jedoch toxisch und die Zellen sterben. Es ist daher wichtig
eine genaue Virusdosierung zu erreichen.
Durch die Zugabe verschiedener Mengen des Virus konnte in HuH-7 Zellen eine verschieden
starke U¨berexpression der miRNA gemessen werden. Durch Einsetzten einer geringeren
Virusmenge (MOI=2, low) betrug der Fold Change der miR-100 am Tag 4 nach Trans-
duktion 2,7. Dieser reduzierte sich bis zum Tag 10 nach Transduktion auf 1. Die Trans-
duktion mit einer MOI von etwa 5 resultierte in einer etwa doppelt so starken Expression
der miR-100. In HuH-7 Zellen konnte 4 Tage nach Transduktion eine 5-fache U¨berex-
pression der miR-100 erreicht werden (high). Nach zehn Tagen wurde fu¨r die miRNA
noch eine 3,2-fache U¨berexpression mittels miR-qRT-PCR gemessen. Ein entsprechender
Kontroll-Vektor wurden ebenfalls mit verschiedenen MOIs transduziert.
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Abbildung 3.18.: Proliferationsverhalten von HuH-7 Zellen nach lentiviraler Transduktion mit miR-100
oder Kontroll-Vektor. Durch eine starke U¨berexpression der miR-100 wurde die Proliferation der HuH-7
nahezu gestoppt. Eine moderate U¨berexpression resultierte in einem anfa¨nglichen Proliferationsnachteil
der Zellen, der jedoch schnell ausgeglichen wurde.
In diesem Experiment wurde der Effekt der miR-100 auf die Rapamycin-sensitiven HuH-7
deutlicher. Hohe und niedrige Viruskonzentrationen (MOI=2 bzw. MOI=5) des Kontroll-
Vektors zeigten keine Unterschiede in der Proliferationsrate der Zellen. Eine moderate
U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen resultierte in einem anfa¨nglichem Prolife-
rationsnachteil der Zellen. Diese erholten sich jedoch schnell und proliferierten in der
gleichen Rate wie Kontroll- oder Wildtypzellen. Durch eine etwa 5-fach erho¨hte Expres-
sion der miR-100 wurde ein deutlicher Effekt auf Zellproliferation der HuH-7 detektiert.
Diese Zellen (miR-100 high) zeigten u¨ber einen langen Zeitraum eine verminderte Proli-
ferationsrate im Vergleich zu miR-100 low und Kontrollzellen (vgl. Abb. 3.18). In einem
weiteren Experiment wurde eine U¨berexpression der miR-100 von 10-fach im Vergleich
zu Kontrollzellen erreicht. Dies fu¨hrte zum Sterben miR-100 u¨berexprimierender HuH-7
Zellen nach 16 Tagen.
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4. Diskussion
4.1. mikroRNAs bei der AML
Die Leuka¨mien sind eine Gruppe heterogener Erkrankungen des Knochenmarks. Neben
akuten und chronischen Formen unterscheidet man zwischen myeloischen und lympha-
tischen Erkrankungen. Fu¨r die AML sind eine Vielzahl zyto- und molekulargenetischer
Risikofaktoren bekannt. Core binding factor Leuka¨mien, die sich durch eine Inversion 16
oder Translokation (8;21) auszeichnen, haben im Allgemeinen eine gute Prognose. Kom-
plexe Karyotypen oder das Auftreten einer Monosomie 7 sind oft mit einer schlechteren
Prognose assoziiert [38]. Diese prognostischen Marker ermo¨glichen eine zielgerichtete The-
rapie der Erkrankung.
MiRNAs sind kleine, nicht kodierende RNAs, die durch eine Regulation der Translation
die Proliferation, Differenzierung, Apoptose und andere Prozesse der Zelle steuern ko¨n-
nen [20]. In verschiedenen soliden Tumoren und Leuka¨mien wurde bereits gezeigt, dass
miRNAs als diagnostische und prognostische Marker genutzt werden ko¨nnen [27] [28]. So
konnten Lu et al. mithilfe von miRNA Expressionsprofilen schlecht differenzierbare Tumo-
re eindeutig klassifizieren. Weiterhin wurde eine allgemein reduzierte miRNA Expression
in den malignen Geweben gefunden [24].
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse und Charakterisierung differenziell expri-
mierter miRNAs bei der AML. Fu¨r diese Analysen wurden zwei verschiedene Metho-
den verwendet. Bei der Methode der miChip Mikroarray Analyse werden viele miRNAs
in einem Experiment analysiert. Nachteil dieser Methode ist, dass man RNA in hoher
Qualita¨t beno¨tigt, damit entsprechende Sonden gut an die miRNAs binden. Dies ist je-
doch, gerade bei Patientenproben nicht immer gegeben. Dadurch ko¨nnen die Ergebnisse
verfa¨lscht werden. Ein weiteres Problem ist, dass die eingesetzten Sonden oft schlechte
Signale liefern. Die Gru¨nde hierfu¨r ko¨nnen vielfa¨ltig sein und man kann nicht zwischen
einer nicht-exprimierten miRNA oder einer schlecht gebundenen Sonde unterscheiden. In
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dieser Arbeit konnten daher nur 65% der analysierten miRNAs ausgewertet werden. Die
miR-qRT-PCR gilt momentan als state-of-the-art Methode zur Untersuchung von miRNA
Expressionen. Hierbei wird schon wa¨hrend der reversen Transkription ein miRNA spezi-
fischer Primer eingesetzt. Dadurch kann man in einer anschließenden real-time PCR die
etwa 25 nt langen, reifen miRNAs gut voneinander unterscheiden. Ein Nachteil dieser
Methode ist, dass fu¨r jede miRNA eine einzelne Reaktion durchgefu¨hrt werden muss.
Mittlerweile gibt es jedoch miR-qRT-PCR Arrays, mit denen man 384 miRNAs in einer
PCR untersuchen kann.
Die miRNA Expression wurde in der vorliegenden Arbeit mit beiden Methoden analysiert.
Viele miRNAs zeigten gleiche Expressionsprofile mit beiden Methoden, auch wenn nicht
immer eine statistische Signifikanz der Ergebnisse nachgewiesen werden konnte. Fu¨r ei-
nige miRNAs konnten jedoch keine u¨bereinstimmenden Ergebnisse gefunden werden. Die
miRNAs miR-206, miR-214, miR-222, miR-23b, miR-320, miR-422a und miR-425 zeig-
ten bei der Analyse mittels miChip und miR-qRT-PCR gegenla¨ufige Expressionsprofile.
Trotz starker Expressionssignale auf dem Mikroarray und geringen Abweichungen in der
miR-qRT-PCR wurden fu¨r diese miRNAs keine u¨bereinstimmenden Profile identifiziert.
Die Gru¨nde hierfu¨r ko¨nnen vielfa¨ltig sein. Ineffektive oder inakkurate miChip oder miR-
qRT-PCR Sonden, sowie starke Homologien zu weiteren miRNAs, ko¨nnen die Analyse der
miRNAs erschweren. Sind die Sonden nicht spezifisch genug, ko¨nnen diese aufgrund der
starken A¨hnlichkeiten mehrere miRNAs detektieren. Dadurch kann man versta¨rkte und
somit falsche Expressionsprofile erhalten. Letztendlich sollte die miChip Analyse als ein-
gehende Untersuchung verstanden werden. Durch die Analyse im Hochdurchsatzverfahren
kann man eine Vielzahl von Kandidaten-miRNAs erhalten. Diese sollten dann mithilfe der
miR-qRT-PCR u¨berpru¨ft werden.
In dieser Arbeit wurden miRNA Expressionsprofile verschiedener AML Subgruppen ana-
lysiert. Eine Analyse der miRNA Expression in CD34+ Zellen des Knochenmarks und des
peripheren Blutes von Normalpersonen zeigte keine signifikanten Unterschiede der beiden
Gruppen. Dieses Ergebnis ermo¨glichte eine Analyse vom AML Proben unterschiedlicher
Herkunft im Vergleich zu PB-MNCs von Normalspendern. Differenziell exprimierte mi-
RNAs der AML sind somit nicht auf die Herkunft der Zellen zuru¨ckzufu¨hren. Insgesamt
konnte ein Set von 38 miRNAs identifiziert werden, welche zwischen normalen PB-MNCs
und CD34+ Zellen der AML unterscheiden. Viele der gefundenen miRNAs weisen einen
starken Zusammenhang mit dem ha¨matopoetischen System auf.
MiR-107 zeigte in dieser Analyse eine erho¨hte Expression in Proben der AML mit nor-
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malem Karyotyp, t(8;21) und inv(16). Diese miRNA blockiert die Differenzierung spa¨ter
Vorla¨uferzellen der Ha¨matopoese [99]. Zhao et al. besta¨tigten mithilfe eines Reportergen
Assay die direkte Bindung der miR-107 an die 3’UTR des Protoonkogens c-myb. Eine Re-
duktion auf Proteinebene konnte jedoch nicht festgestellt werden [100]. C-Myb ist fu¨r die
Erhaltung des ha¨matopoetischen Zellzyklus essentiell. Eine Reduktion von c-Myb durch
die miRNA ko¨nnte daher den Zellzyklus stoppen. Dies wurde von Zhao et al. fu¨r eine
U¨berexpression der miR-15a, ebenfalls ein Regulator von c-Myb, nachgewiesen, konnte
aber im verwendeten Zellsystem nicht fu¨r die miR-107 besta¨tigt werden. Im Zusammen-
hang mit c-Myb sollte ebenfalls die miR-150 genannt werden. Diese miRNA kontrolliert
die B-Zell Differenzierung durch eine Regulierung von c-Myb [101]. Eine U¨berexpression
der miR-150 blockiert die Differenzierung von pro-B-Zellen zu pre-B-Zellen [102]. In dieser
Arbeit wurde eine versta¨rkte Expression der miR-150 in Zellen der AML detektiert. Die
Rolle der miR-150 im myeloiden System ist bis jetzt wenig erforscht. Die miR-150 und
miR-107 ko¨nnten unabha¨ngig oder gemeinsam die Expression von c-Myb regulieren und
so einen Differenzierungsblock der Vorla¨uferzellen hervorrufen. Dies kann die Entstehung
der AML begu¨nstigen.
Im Laufe der Differenzierung ha¨matopoetischer Stammzellen findet eine Reduktion der
Expression der hox Gene statt. Eine Unterdru¨ckung dieses Prozesses resultiert in einer
Blockierung der Differenzierungsfa¨higkeit entsprechender Zellen. Dies kann zur Immortali-
sierung und malignen Transformation der Zelle fu¨hren [103] [104]. Weiterhin wurde bereits
gezeigt, dass hox Gene vor allem in akuten Leuka¨mien u¨berexprimiert sind [105]. Hoxa1
ist als Zielgen der miR-10a besta¨tigt worden [106]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
deutlich reduzierte Expression der miR-10a in den verschiedenen Subgruppen der aku-
ten myeloischen Leuka¨mie festgestellt. Diese verminderte Expression der miRNA, ko¨nnte
Einfluss auf die Regulierung der hox Gene, und somit auf einen Differenzierungsblock
der Zellen, haben. Die Regulierung der hox Gene durch MLL-Fusionsproteine oder Cdx-
Proteine [103] ko¨nnte ebenfalls die maligne Transformation hervorrufen. Jongen-Lavrencic
et al. konnten fu¨r die miR-10a ebenfalls eine reduzierte Expression bei der AML t(8;21)
und inv(16) nachweisen, wa¨hrend diese miRNA bei der AML mit NPM1 Mutationen
versta¨rkt exprimiert wird [107]. NPM1 Mutationen sind mit Genexpressionsmustern as-
soziiert, die eine U¨berexpression der hox Gene beinhalten. Die miR-10a ist innerhalb der
hox Gene lokalisiert und zeigt daher vermutlich die versta¨rke Expression bei der AML
mit NPM1 Mutationen. Die genauen Zusammenha¨nge zwischen der miR-10a und den hox
Genen bleiben unklar. Die Lokalisation der miRNA innerhalb der hox Gen Cluster und
das gleichzeitige Potenzial zur Regulierung dieser Gene bedarf weiterer Untersuchungen.
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Typische ha¨matopoetisch assoziierte miRNAs sind miR-181a/b/c, miR-142, miR-221/222
und die miR-223. Diese miRNAs zeigten in der vorliegenden Studie eine erho¨hte Expressi-
on bei der AML. Eine Korrelation der miRNAs miR-15 und miR-16 mit ha¨matopoetischen
Zellen [26] [100] wurde in dieser Analyse nicht identifiziert. Vielmehr zeichnete sich die
miR-15b durch eine sehr homogene Expression bei den AML Zellen und CD34+ Zellen von
Normalpersonen aus. Die miRNAs miR-221/222 regulieren die Expression von c-Kit. Ein
hoher Gehalt dieser miRNAs korreliert in Erythrozyten mit einer reduzierten Expression
von c-Kit [108]. C-Kit ist bei der AML ha¨ufig erho¨ht exprimiert und die Ergebnisse schei-
nen gegenla¨ufig. Isken et al. detektierten ebenfalls eine erho¨hte Expression dieser beiden
miRNAs bei Patienten mit AML [109]. Weiterhin wurde nur eine schwache Interaktion
der miR-221/222 mit c-kit mRNA und Proteinexpression gemessen. Vermutlich regulie-
ren diese miRNAs die Expression von c-Kit im myeloischen System in einem deutlich
geringerem Maß. Weiterhin ko¨nnten diese miRNAs als sekunda¨rer Regulator von c-Kit
fungieren.
Die miR-223 ist in Zellen myeloischer Herkunft stark exprimiert [110]. Wa¨hrend der Myelo-
poese steigt die Konzentration der miR-223 kontinuierlich an. miR-223 wird durch CEBPA
positiv beeinflusst. Durch die Bindung von CEBPA an die Promotorregion der miRNA
wird die miR-223 versta¨rkt exprimiert und reduziert wiederum die Expression von NFI-A.
Dies fu¨hrt zu einer vermehrten Differenzierung der Zellen [111]. Im Gegenzug inhibiert
eine erho¨hte Expression von NFI-A die Expression der miR-223. Eine Blockierung der
Transkription der miR-223 resultiert in einer Blockierung der granulozyta¨ren Reifung.
Teildifferenzierte AML Zellen weisen somit eine ho¨here Expression dieser miRNA auf, als
ihre Vorla¨uferzellen. In dieser Arbeit wurde eine erho¨hte Expression der miR-223 in der
Leuka¨mie im Vergleich zu CD34+ Zellen von Normalpersonen detektiert. Die miR-223
wird transkriptionell durch AML1/ETO reguliert. Durch die Rekrutierung von Histon-
deacetylasen wird die Transkription ha¨matopoetisch assoziierter Gene und der miR-223
unterdru¨ckt. Dies fu¨hrt zur reduzierten Expression der miR-223 und somit zu einem Dif-
ferenzierungsblock [112]. Eine Korrelation der miR-223 mit der AML t(8;21) konnte in
dieser Arbeit nicht festgestellt werden.
Fu¨r die miRNA miR-181 wurde in dieser Arbeit eine erho¨hte Expression bei den AML
Subgruppen mit normalen Karyotyp, t(8;21) und inv(16) festgestellt. Debernardi et al.
konnten ebenfalls eine erho¨hte Expression dieser miRNA bei M1/M2 AML im Vergleich zu
den M4/M5 Kategorien der Erkrankung feststellen [113]. Ein a¨hnliches Expressionsprofil
dieser miRNA konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden. Die prognostisch
schlechten AML Subgruppen Monosomie 7 und komplexer Karyotyp zeigten keine erho¨hte
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Expression der miR-181a.
Die miR-142 ist als ha¨matopoetisch assoziierte miRNA bekannt und eine erho¨hte Ex-
pression dieser miRNA wurde in verschiedenen ha¨matologischen und soliden Tumoren
nachgewiesen [99] [110]. Eine erho¨hte Expression der miR-142 wurde in dieser Untersu-
chung ebenfalls festgestellt. Die Dysregulierung dieser miRNA kann zu einer vera¨nderten
ha¨matopoetischen Differenzierung fu¨hren. Zielgene der miR-142 sind momentan nicht va-
lidiert, die Lokalisation der miRNA in der Na¨he einer fragile site ko¨nnte jedoch eine Rolle
in der onkogenen Aktivita¨t dieser miRNA spielen [111].
Fu¨r die miR-100 wurde in dieser Arbeit eine reduzierte Expression bei der AML t(8;21)
im Vergleich zu PB-MNCs festgestellt. Eine leichte Reduktion wurde in Leuka¨mien mit
inv(16) gemessen. Dixon-McIver et al. konnten 2008 eine erho¨hte Expression der miR-
100 bei der AML inv(16) im Vergleich zu Knochenmark von Normalpersonen feststellen
[114]. In der Studie wurden in 55% der Patienten mit inv(16) zusa¨tzliche zytogenetische
Abweichungen detektiert. Dies ko¨nnte ein Grund fu¨r die Diskrepanz zu den Daten dieser
Studie sein.
Mittels miR-qRT-PCR wurde in dieser Arbeit eine Reduktion von miRNAs der miR-29
Familie, miR-29a/b/c, bei der AML inv(16) detektiert. Diese Reduktion konnte nur fu¨r
diesen Karyotyp detektiert werden, wa¨hrend die u¨brigen AML Subgruppen keine Regu-
lation dieser miRNAs zeigten. Fu¨r dieses Ergebnis wurde keine statistische Signifikanz
nachgewiesen. Ein Grund hierfu¨r ko¨nnte in der geringen Anzahl (n=8) untersuchter Pati-
enten liegen. Das anti-apoptotische Protein Mcl-1 wird durch die miR-29b reguliert [115].
Eine reduzierte Expression dieser miRNA ko¨nnte daher die Zellen vor dem programmier-
ten Zelltod bewahren und die Entstehung maligner Erkrankungen begu¨nstigen. Weiterhin
konnten Pekarsky et al. die Korrelation einer erho¨hten Tcl1 Expression mit einem aggres-
siven B-CLL Phenotyp nachweisen. Tcl1 ist Zielgen der miR-29 und durch eine reduzierte
miRNA Expression kommt es zur versta¨rkten Proteinexpression [116]. Diese Erkenntnisse
stu¨tzen die These eines Einflusses der miR-29 Familie auf die Entstehung maligner Er-
krankungen. Die genaue Funktion dieser miRNAs bei der AML mit inv(16) muss jedoch
noch untersucht werden.
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass diese Arbeit die Ergebnisse anderer Arbeitsgrup-
pen unterstu¨tzt. Anhand der miRNA Expression kann man Leuka¨mien akkurater klas-
sifizieren [117] [118] [114] [107] [119]. Leuka¨mien guter und schlechter Prognose ko¨nnen
durch ihre miRNA Expressionsprofile unterschieden werden (miR-107 und miR-181) [113].
Translokation (8;21) Leuka¨mien ko¨nnten durch die stark reduzierte Expression der miR-
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100 von den u¨brigen Kategorien unterscheiden werden und die miR-29 Familie scheint eine
Rolle bei der AML mit inv(16) zu spielen. Nicht immer konnten die Ergebnisse mit einer
statistischen Signifikanz unterlegt werden. Grund hierfu¨r wird vor allen die relativ geringe
Anzahl an Patientenproben sein, die fu¨r die einzelnen Subgruppen zur Verfu¨gung stan-
den. Letztendlich konnte in dieser Studie ein Set bekannter ha¨matopoetisch assoziierter
miRNAs besta¨tigt und neue, interessante miRNAs identifiziert werden. Hierzu za¨hlen vor
allem die miR-29 Familie sowie die miR-100, die im folgendem Abschnitt na¨her diskutiert
wird.
4.2. miR-100
Die miR-100 nahm in dieser Arbeit eine besondere Stellung ein. Erste Analysen zeigten
eine reduzierte Expression dieser miRNA bei der AML mit inv(16) und t(8;21). Weiter-
fu¨hrende Untersuchungen besta¨tigten Proteine des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges (p85α,
Akt2, mTOR, Raptor) als Zielgene der miR-100. Weiterhin wirkt die U¨berexpression die-
ser miRNA in verschiedenen Zellen proliferationshemmend.
Die miR-100 geho¨rt zur miR-99 Familie (miR-100, miR-99a, miR-99b) und wird mit
der let-7a als polycistronisches Transkript prozessiert. In einigen Organismen (Droso-
phila melanogaster, Anopheles gambiae) wird die miR-125b ebenfalls zu diesem Cluster
geza¨hlt (vgl. miRBase [23]). Im menschlichen Genom ist das miR-100/let-7a Cluster auf
Chromosom 11q24.1 zu finden. Diese Region ist eine sogenannte fragile site und zeichnet
sich durch genetische Instabilita¨t aus. Ha¨ufiger allelischer Verlust dieser Region korreliert
bei Brustkrebserkrankungen mit einer schlechten Prognose [120]. Translokationen in der
11q23.3-11q24 Region sind mit einer Vielzahl humaner Krebserkrankungen assoziiert, un-
ter anderem akuter lymphatischer, akuter myeloischer Leuka¨mie und dem Ewing Sarkom.
Das mll Gen ist auf 11q23 lokalisiert, welches ha¨ufig in akuten Leuka¨mien translokiert ist.
Diese Untergruppe der Leuka¨mien stellen eine eigene Klassifizierung hinsichtlich klinischer
und biologischer Charakteristika dar. Weiterhin werden mll Reorganisationen mit einer
schlechten Prognose assoziiert. Eine Schlu¨sselfunktion vieler MLL Fusionsproteine ist ihre
Fa¨higkeit ha¨matopoetische Zellen in leuka¨mische Vorla¨uferzellen zu transformieren [121].
Die miR-100 wird mit verschiedenen malignen Erkrankungen assoziiert. Erho¨hte, aber
auch reduzierte Expressionen der miRNA wurden in Tumorgeweben gemessen. Beim he-
patozellula¨ren Karzinom konnte eine erho¨hte Expression der miR-100 festgestellt wer-
den [122]. Die miR-100 und miR-99a zeigten beim sero¨sen Ovarialkarzinom eine niedrigere
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Expression, als in gesundem Ovarialgewebe [123]. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine
Reduktion der miR-100 bei 76% aller untersuchten ovarialen Tumorgewebe [124]. Weiter-
hin wurde eine reduzierte Expression der miR-100 bei oralen Plattenepithelkarzinomzellen
identifiziert [125]. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde von Zhang et
al. eine erho¨hte Expression der miR-100 bei der pa¨diatrischen akuten Leuka¨mie gemes-
sen [126]. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich adulte Leuka¨mien untersucht,
wodurch sich die Diskrepanz zu den Ergebnissen von Zhang erkla¨ren la¨sst.
Fu¨r die miR-100 wurden mithilfe der verschiedenen Programme verha¨ltnisma¨ßig wenig
Zielgene gefunden. U¨blicherweise liefert der TargetScan Algorithmus weit u¨ber 100 po-
tenzielle Zielgene fu¨r verschiedene miRNAs, fu¨r einige werden bis zu tausend Zielgene
vorausgesagt. Die miR-100 scheint daher, mit nur 40 potenziellen Zielgenen, eine Aus-
nahmestellung einzunehmen. Ein Grund fu¨r diese Besonderheit ko¨nnte in dem Alter der
miRNA liegen. Es wird vermutet, dass die miR-100 die a¨lteste miRNA ist [127]. Sie ist
daher hochkonserviert. Dies erschwert die Bestimmung potenzieller Zielgene.
4.3. miR-100 Zielgene
Die Vorhersage von miRNA Zielgenen gestaltet sich problematisch, da eine miRNA mit
einer Seed -Sequenz von 7-8 nt La¨nge mehrere tausend Gene regulieren kann. Viele Pro-
gramme zur miRNA Zielgenanalyse beruhen auf der Basenpaarung der Seed -Sequenz oder
der Cross-Spezien Konservierung (vgl. Kapitel 1.1.5). Das Programm OTTO verknu¨pft
diese Programme mit dem RNA22 Algorithmus und beru¨cksichtigt weitere Faktoren. Die
freie Faltungsenergie hat, neben der genauen Position der miRNA-Bindungsstelle inner-
halb der 3’UTR des Zielgens, eine entscheidende Rolle in der Vorhersage potenzieller
Zielgene. Chi et al. erkannten, dass 63% der potenziellen Bindungsstellen in der 3’UTR
der mRNA zu finden sind [96]. Diese befinden sich dort vorwiegend am Anfang oder Ende
der 3’UTR. Die miR-100 Zielgene mTOR, Raptor und Akt2 zeigen ebenfalls Bindungs-
stellen mit der miRNA am Beginn der 3’UTR. P85α hingegen weist eine Bindungsstelle
in der Mitte der 3’UTR auf, was nicht ungewo¨hnlich, jedoch selten ist [96].
Die Faltungsenergie bei einer miRNA:mRNA Bindung ko¨nnte einen Einfluss auf die Funk-
tion der miRNA haben. Die Bindungsstelle der miR-100 in der mTOR 3’UTR besitzt eine
sehr gu¨nstige Faltungsenergie von -29,7 kcal/mol. Durch eine lentivirale U¨berexpression
der miRNA wurde eine starke Reduktion des Proteins festgestellt (s. Abb. 3.6, S. 100).
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Eine deutlich geringere Reduktion des Proteins nach einer miR-100 U¨berexpression wur-
de fu¨r Raptor detektiert. Ein mo¨glicher Grund ko¨nnte die geringere Faltungsenergie sein.
Mit -26,2 kcal/mol und -25,5 kcal/mol scheint diese ungu¨nstiger zu sein, als fu¨r die u¨bri-
gen analysierten Zielgene. Weiterhin ko¨nnten auch die Gesamtmenge an Raptor Protein,
sowie die Affinita¨t der verwendeten Antiko¨rper diese Ergebnisse erkla¨ren.
Weiterhin wurde in den Analysen der vorliegenden Arbeit ha¨ufig eine Bindung von
miRNA:mRNA im 3’-Bereich der miRNA beobachtet. Die Nukleotide 10-14 der miRNA
scheinen in der Heteroduplex oft in ungebundener Form vorzuliegen. Die miRNA wird im
RISC an Argonaute 2 gebunden und zur Zielsequenz gefu¨hrt. Dort zerschneidet RISC die
miRNA:mRNA Duplex im Falle einer vollsta¨ndigen Bindung zwischen den Nukleotiden
10 und 11. Bei nicht vollsta¨ndiger Bindung der miRNA an die mRNA wird die Transla-
tion inhibiert. Ein Grund hierfu¨r ko¨nnte die fehlende Bindung im mittleren Bereich der
miRNA:mRNA Duplex sein. Dieses Muster weisen alle in dieser Arbeit besta¨tigten Ziel-
gene der miR-100 auf (vgl. Anhang 5.4). Vermutlich konnte daher keine Reduktion der
Zielgen-mRNA, jedoch von Protein nach einer miR-100 U¨berexpression detektiert werden
(vgl. Abb. 3.10, S. 105, Abb. 3.6, S. 100).
G:U Basenpaarung und die Position von Bulges ko¨nnen vermutlich ebenfalls Einfluss auf
die Funktion der miRNA haben. Die p110δ Untereinheit der PI3K konnte, trotz poten-
zieller Bindungsstellen, nicht experimentell als Zielgen der miR-100 validiert werden. Ein
Grund ko¨nnte sein, dass oben genannte Muster hier nicht vorliegen. Die miRNA ist fest
im RISC verankert. Bulges in der Seed -Sequenz auf miRNA Seite ko¨nnten daher fu¨r die
Funktion der miRNA nachteilig sein. Ein Bulge auf mRNA Seite scheint weniger proble-
matisch, da die mRNA flexibel mit dem RISC interagieren kann. Dieses Muster wurde
z.B. fu¨r eine Bindungsstelle von Raptor identifiziert. P110δ entha¨lt hingegen einen Bulge
auf miRNA Seite. Dies ko¨nnte erkla¨ren, warum p110δ nicht als Zielgen der miR-100 besta¨-
tigt werden konnte. Wang et al. erzielten mithilfe struktureller Analysen von guide DNA:
target RNA-Argonaute Komplexen a¨hnliche Ergebnisse zur Struktur der miRNA:mRNA
Bindung [128].
Eine Besonderheit weist die Bindung der miR-100 an die 3’UTR von p85α auf. Nach einer
Basenpaarung der Nukleotide 1-6 der 5’-Region der miRNA scheint ein Bulge (Position 7-
8) auf miRNA Seite zu folgen. Brennecke et al. fanden heraus, dass eine Basenpaarung u¨ber
die Nukleotide 2-5 in der Seed -Sequenz fu¨r eine effiziente Zielgenregulierung ausreichen
kann. Im Vergleich dazu ist eine Basenpaarung der Nukleotide 1-4 komplett ineffektiv
[129]. Ob die tatsa¨chliche Struktur der Bindung von miR-100 und p85α in dieser Form
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vorliegt, kann nicht sicher gesagt werden. Vermutlich wird der Bulge nicht produziert, so
dass die Nukleotide 7-12 der miRNA:mRNA Duplex nicht gebunden vorliegen. Die kurze
Bindung der Seed -Sequenz scheint ausreichend fu¨r eine Inhibierung der Translation von
p85α durch die miR-100.
4.4. miR-100 und die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade
In dieser Arbeit wurden verschiedene Proteine des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges als po-
tenzielle Zielgene der miR-100 identifiziert. Erste Assoziationen der miR-100 mit mTOR
wurden bereits 2008 von Wang et al. beschrieben [130]. Sie stellten fest, dass die miR-100
nach einer humanen Cytomegalievirus Infektion reduziert ist. Mithilfe einer Reportergen
Analyse konnten sie die Interaktion der miR-100 mit der 3’UTR von mTOR nachweisen.
Erst ku¨rzlich zeigten auch Nagaraja et al. die Regulation von mTOR durch die miR-
100 [131]. Diese Interaktion von miR-100 mit mTOR konnte in dieser Arbeit besta¨tigt
werden (vgl. Abb. 3.6, S. 100, Abb. 3.9, S. 104). MTOR wurde u¨ber die TargetScan Analyse
als potenzielles Zielgen der miR-100 identifiziert. Vor dem Hintergrund, dass eine miRNA
eine ganze Signalkaskaden regulieren kann [95], wurde der gesamte PI3K/Akt/mTOR-
Signalweg in dieser Arbeit genauer untersucht. Hierbei konnten neben Raptor auch Akt2
und p85α als Ziele der miR-100 validiert werden (vgl. Abb. 3.6, S. 100). Weitere Proteine
des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges sind ebenfalls potenzielle Ziele der miR-100 identifi-
ziert worden. Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ist ein Wachstumsfaktor, der mit dem
Insulin oder IFG-1 Rezeptor (IGF-1R) interagiert, welcher dann autophosphoryliert wird.
Down-stream Signalwege, wie der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg werden u¨ber diesen Me-
chanismus aktiviert und Apoptose, Proliferation und Zellentwicklung reguliert [132]. Tovar
et al. zeigten erst ku¨rzlich, dass die Expression der miR-100 invers mit der Aktivierung
von IGF-1R korreliert [133]. Tatsa¨chlich wurde fu¨r IGF-1 in dieser Arbeit eine potenzielle
Bindungsstelle fu¨r die miR-100 identifiziert (vgl. Abb. 3.4, S. 95). Als potenzielle Zielge-
ne der miR-100 wurden im Signalweg ebenfalls inhibitorische Proteine der Signalkaskade
identifiziert, unter anderem TSC1. Dies scheint widerspru¨chlich zu der Annahme, dass
die miR-100 den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg negativ beeinflusst. Ob TSC1 tatsa¨chlich
Zielgen der miR-100 ist, wurde in dieser Arbeit nicht u¨berpru¨ft. Die Funktion einer even-
tuellen Regulierung sollte in weiteren Studien untersucht werden.
Die miR-100 reguliert die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade durch eine Reduktion ver-
schiedener Mediatoren des Signalweges. Eine U¨berexpression der miR-100 in verschiede-
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nen Zellen fu¨hrte zu einer Reduktion der Proliferation. Dies ko¨nnte sich auf die Hemmung
der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade zuru¨ckfu¨hren lassen. Henson et al. identifizierten
ebenfalls eine reduzierte Proliferation von oralen Plattenepithelkarzinomzellen nach einer
U¨berexpression der miR-100 und postulierten eine Rolle dieser miRNA in der Entstehung
und Entwicklung dieser malignen Erkrankung [125].
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer miR-100 U¨berexpression auf verschie-
dene Zelllinien untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sprechen fu¨r eine Korre-
lation von Rapamycin-Sensitivita¨t und der Sensitivita¨t der Zellen gegenu¨ber der miR-100.
Die Zelllinien U937 und K562 wiesen keine Sensitivita¨t gegenu¨ber Rapamycin auf und eine
erho¨hte Expression der miR-100 in diesen Zellen zeigte kein vera¨ndertes Proliferationsver-
halten. Die Behandlung von Kasumi-1 und 32D-ctrl Zellen mit Rapamycin resultierte in
einem moderaten proliferationshemmenden Effekt auf die Zellen. Diese Zellen zeigten bei
stabiler U¨berexpression der miR-100 eine verringerte Proliferation. 32D∆trkA zeichnen
sich durch einen konstitutiv, aktivierten mTOR-Signalweg aus. Eine Behandlung dieser
Zellen mit Rapamycin resultierte in einer starken Reduktion der Proliferation (≥55%).
Durch die stabile U¨berexpression der miR-100 in diesen Zellen verminderte sich die Proli-
feration um u¨ber 70% (vgl. Kapitel 3.8, S. 106). Weiterhin zeigten vorla¨ufige Experimente
≥90% apoptotische Zellen nach einer miR-100 U¨berexpression in der Zellkultur. Durch ei-
ne hohe Proliferationsrate von 32D∆trkA Zellen, erholen sich die Zellen relativ schnell und
der Effekt der miRNA verblasst nach einer gewissen Zeit. Ein Grund fu¨r dieses
”
Recovern“
der Zellen ist vermutlich das U¨berleben des
”
Bestangepassten“. Zellen mit einer sehr stark
erho¨hten miR-100 Expression haben einen deutlichen Proliferationsnachteil, wa¨hrend Zel-
len mit geringer miR-100 U¨berexpression besser proliferieren. Diese Zellen setzten sich
daher in der Zellkultur gegenu¨ber Zellen mit hoher miR-100 Expression durch. Die Kon-
zentration an miR-100 in den verbleibenden Zellen reicht dann nicht mehr aus, um einen
Effekt zu erzielen. Ein a¨hnliches Pha¨nomen wurde fu¨r HuH-7 Zellen beobachtet. Diese
Zelllinie ist ebenfalls Rapamycin sensitiv und die U¨berexpression der miR-100 vermin-
dert dosisabha¨ngig die Proliferation der Zellen. Ein Effekt konnte hier jedoch auch nur
kurzzeitig gemessen werden (s. Abb. 3.17, S. 113). Eine Mo¨glichkeit dieses Recovern der
32D∆trkA und HuH-7 Zellen nach einer miR-100 U¨berexpression zu umgehen, kann in
einer mehrmaligen Applikation der miRNA bestehen. Durch eine wiederholte Transfek-
tion oder lentivirale Transduktion der Zellen ko¨nnte eine stabil erho¨hte Expression der
miR-100 in diesen Zelllinien erzielt werden.
Rapamycin wirkt als selektiver Inhibitor von mTORC1 und nimmt, ebenso wie die miR-
100, Einfluss auf die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade. Nagaraja et al. konnten fu¨r die
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Ovarialkarzinomzelllinie OVSAYA nach U¨berexpression der miR-100 eine erho¨hte Sen-
sitivita¨t der Zellen gegenu¨ber Rapamycin feststellen [131]. Diese Ergebnisse stu¨tzen die
Analysen der miR-100 in Kasumi-1 Zellen. Die miR-100 scheint die Effekte von Rapamy-
cin simulieren zu ko¨nnen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch die Behandlung von
Kontrollzellen mit TSA und Rapamycin gleiche Effekte erzielt werden ko¨nnen, wie durch
die U¨berexpression der miR-100 und eine Behandlung mit TSA (vgl. Abb. 3.16, S. 112).
Dies ko¨nnte auf die Wirkung der miRNA auf die Bestandteile des mTORC1 Komplexes
zuru¨ckzufu¨hren sein. Die miR-100 kann die Expression von mTOR und Raptor und so-
mit auch die Effizienz vom mTORC1 reduzieren. Gleiches macht Rapamycin. Durch die
Dissoziation von Raptor aus dem Komplex, wird dessen Funktion inhibiert.
Rapamycin ist in leuka¨mischen Zellen wenig effizient. Die Gru¨nde hierfu¨r sind nicht ein-
deutig bekannt. In seltenen Fa¨llen wird eine Aktivierung von Akt nach Behandlung der
Zellen mit Rapamycin beobachtet. Dies ko¨nnte am negativen Feedback -Mechanismus der
p70S6K liegen. Durch eine hohe Konzentration von phosphoryliertem p70S6K wird IRS1
inhibiert und somit ebenfalls die PI3K gehemmt [53]. Die Reduktion der p70S6K Phos-
phorylierung reduziert die negative Regulierung der PI3K und fu¨hrt zu einer versta¨rkten
Aktivierung dieser. Die U¨berexpression der miR-100 sollte diesen Feedback -Mechanismus
unterdru¨cken, da die miRNA die Expression von PI3K und weiteren Mediatoren des Si-
gnalweges hemmt. Auf diesem Wege ko¨nnte die U¨berexpression der miR-100 in leuka¨mi-
schen Zellen die medikamento¨se Behandlung mit Rapamycin verbessern und unterstu¨tzen.
Zu beachten ist jedoch, dass Pim2 4E-BP1, einen Down-stream Mediator des
PI3K/Akt/mTOR-Signalweges reguliert. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 durch Pim-2
und somit die Aktivierung der Cap-abha¨ngigen Translation ist daher Rapamycin-insensitiv
[134]. Aus diesem Grund ist dieser Mechanismus ebenfalls miR-100 unabha¨ngig. Weite-
re Analysen haben jedoch gezeigt, dass die let-7a, welche als Cluster mit der miR-100
transkribiert wird, eine potenzielle Bindungsstelle in der 3’UTR von 4E-BP1 aufweist.
Tatsa¨chlich wurden fu¨r die let-7a mehrere potenzielle Zielgene in der PI3K/Akt/mTOR-
Signalkaskade identifiziert, so dass durch eine gezielte U¨berexpression des miR-100/let-7a
Clusters nahezu der gesamten Signalweg reguliert werden ko¨nnte (vgl. Abb. 4.1, S. 128).
4.5. Zusammenfassung und Ausblick
Anhand von miRNA Expressionsprofilen kann man Tumore und auch Leuka¨mien klassi-
fizieren. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl differenziell exprimierter miRNA
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bei der akuten myeloischen Leuka¨mie und Normalpersonen identifiziert, die eine Klassi-
fizierung und teilweise auch Zuordnung zu einer Subgruppe erlauben. In dieser Untersu-
chung wurde neben den bekannten miRNAs, wie der miR-223, miR-142 oder miR-107,
zusa¨tzlich die miR-100 als potenzieller Marker der t(8,21) Leuka¨mien identifiziert. Diese
miRNA kann als Regulator des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges, welcher in vielen Tumo-
ren aktiviert ist, fungieren. Durch die verringerte Expression der miR-100 in der Leuka¨mie
entfa¨llt ein negativer Regulator dieser Signalkaskade. Die miR-100 kann als einer von vie-
len Mechanismen zur Aktivierung der Signalkaskade und somit zum malignen Pha¨notyp
beitragen.
Abbildung 4.1.: Die PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade. In gru¨n sind die potenziellen Zielgene der miR-
100 und der let-7a dargestellt. Rot unterlegte Zielgene haben nur Bindungsstellen fu¨r die miR-100 in
ihrer 3’UTR, blau markierte Zielgene haben nur Bindungsstellen fu¨r die let-7a in der 3’UTR. Die Bin-
dungsstellen wurden fu¨r eine maximale Faltungsenergie von -25 kcal/mol mithilfe des Programms OTTO
berechnet.
In weiterfu¨hrenden Analysen sollte nun gekla¨rt werden, welche weiteren potenziellen Ziel-
gene der miR-100 im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg validiert werden ko¨nnen. Interessant
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ist zuna¨chst PDK-1, welches upstream von Akt wirkt. Weiterhin sollte die Interaktion
von TSC1 und der miR-100 na¨her untersucht werden. TSC1 fungiert, ebenso wie die
miR-100, als negativer Regulator von mTOR. Zusa¨tzlich sollte die Funktion der let-
7a in der Signalkaskade untersucht werden. Diese miRNA wird als Cluster zusammen
mit der miR-100 prozessiert und weist ebenfalls mehrere potenzielle Zielgen innerhalb
der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade auf (vgl. Abb. 4.1, S. 128). Durch eine gezielte Re-
gulierung der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade ko¨nnte mithilfe der miR-100 und let-7a
eine medikamento¨se Therapie von Tumoren und Leuka¨mien unterstu¨tzt werden. Der
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg kann so einen neuen therapeutischen Ansatz zur Behand-
lung von Leuka¨mien darstellen.
129
Kapitel 4. Diskussion
130
5. Anhang
5.1. Script zur Analyse mittels R und Bioconductor
# Einbinden von biobase
>library(biobase)
# Einlesen der Expression Set Daten
>exprsFile <- " ....csv"
>exprs <- as.matrix(read.table(exprsFile, header=TRUE, sep=";", row.names=1, as.is=TRUE))
# U¨berpru¨fung, ob alle Daten korrekt eingelesen wurden
>class(exprs) # sollte "matrix" anzeigen
>dim (exprs) # sollte die Dimensionen anzeigen
>colnames(exprs) # sollte die Spaltennamen anzeigen
>head(exprs) # sollte die ersten 10 Zeilen der matrix anzeigen
# Erstellen der Phenotype Data
>pDatafile <- "....tsv"
>pData <- read.table(pDatafile, row.names=1, header=TRUE, sep="\t")
# U¨berpru¨fung, ob alle Daten korrekt eingelesen wurden
>dim (pData)
>rownames(pData)
>all(rownames(pData)==colnames(exprs))
>names(pData)
>sapply(pData, class)
# Erstellen des Annotated Data Frame
>phenoData <- new("AnnotatedDataFrame", data=pData)
# Erstellen des Expression Set
>eset <- new("ExpressionSet", exprs=exprs, phenoData = phenoData)
# Aufrufen und U¨berpru¨fen des Expression Set
>eset$type
>featureNames(eset)
>sampleNames(eset)
# Einbringen des limma Modells und Kalkulation
>library(limma)
>f<-factor(as.character(eset$type))
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>design <- model.matrix(~f)
>fit <- eBayes(lmFit(eset,design))
>results<-decideTests(fit, adjust.method="fdr")
>summary(results)
>topTable(fit,coef=2)
# Toptable im Arbeitsbereich ablegen
>write.table(topTable(fit, coef=2, number=24), "....txt")
# Erstellen einer Heatmap
# Auswahl des Sets und der signifikanten p-Werte fu¨r Interzept und vergleichenden Teil
>sum(fit$p.value[,1]<0.05)
>sum(p.adjust(fit$p.value[,1], method="fdr")<0.05)
>sum(fit$p.value[,2]<0.05)
>sum(p.adjust(fit$p.value[,2], method="fdr")<0.05)
# Auswahl der Daten zum Erstellen einer Heatmap
>selected <-(p.adjust(fit$p.value[,2],method="fdr")<0.05)
>sel <- eset[selected, ]
# Auswahl der Farben und Erstellen der Heatmap
>heatmap(exprs(sel))
>heatmap(exprs(sel), col=topo.colors(100))
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5.2. Ergebnisse der Zielgenanalyse der miR-100 mittels
TargetScan
Target Gene Total Context Score Aggregate PCt
THAP2 -0,51 0,11
KBTBD8 -0,47 ≤0,1
C4orf16 -0,42 ≤0,1
HS3ST3B1 -0,41 ≤0,1
HS3ST2 -0,40 ≤0,1
CTDSPL -0,38 ≤0,1
SMARCA5 -0,36 ≤0,1
EPDR1 -0,36 ≤0,1
TTC39A -0,35 ≤0,1
RAVER2 -0,35 ≤0,1
FGFR3 -0,32 ≤0,1
ZZEF1 -0,32 ≤0,1
ADCY1 -0,31 ≤0,1
EIF2C2 -0,30 ≤0,1
BAZ2A -0,29 ≤0,1
FRAP1 -0,29 ≤0,1
FKBP5 -0,28 ≤0,1
FZD8 -0,26 ≤0,1
CLDN11 -0,26 ≤0,1
TRIB2 -0,23 ≤0,1
HOXA1 -0,22 ≤0,1
PPP3CA -0,21 ≤0,1
FZD5 -0,21 ≤0,1
SLC44A1 -0,20 ≤0,1
IGF1R -0,19 ≤0,1
PPP1CB -0,18 0,11
GRHL1 -0,18 0,11
TRIB1 -0,18 0,11
BMPR2 -0,17 0,11
MBNL1 -0,17 ≤0,1
MTMR3 -0,14 ≤0,1
FAM152A -0,14 0,11
CCDC21 -0,14 0,11
PI15 -0,14 0,11
PPFIA3 -0,11 0,11
ICMT -0,10 ≤0,1
NXF1 -0,07 0,11
CYP26B1 -0,07 ≤0,1
SMARCD1 -0,05 0,11
ZBTB7A -0,05 0,11
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5.3. Ergebnisse der Zielgenanalyse der miR-100 mittels
PicTar
Target Gene PicTar Score Rank
SMARCA5 4.76 1
BAZ2A 4.56 2
VLDLR 3.82 3
HS3ST3B1 3.55 4
HS3ST2 3.07 5
FOXA1 3.01 6
EPC2 2.92 7
FRAP1 2.87 8
EIF2C2 2.87 9
C4orf16 2.80 10
FZD8 2.71 11
INSM1 2.60 12
HOXA1 2.51 13
KIAA1579 2.43 14
CDW92 2.27 15
MGC39518 2.24 16
HOXA1 2.22 17
MBNL1; tv5 2.14 18
MBNL1; tv3 2.14 19
MBNL1; tv6 2.14 20
MBNL1; tv1 2.14 21
MBNL1; tv2 2.14 22
MBNL1; tv4 2.14 23
MBNL; tv7 2.12 24
PHOX2B 2,00 25
TA-KRP 1.97 26
FGFR3; tv1 1.97 27
FGFR3; tv2 1.97 28
TRIB2 1.94 29
ZDHHC18 1.80 30
ZZEF1 1.76 31
MTMR3; tv3 1.70 32
MTMR3; tv2 1.70 33
MTMR3; tv1 1.70 34
ICMT; tv1 1.69 35
ICMT; tv2 1.69 36
OGT 1.48 37
TRAF7 1.47 38
CYP26B1 1.39 39
CTDSPL 1.37 40
ADCY1 0.69 41
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Abbildung 5.1.: Listung der potenziellen Bindungsstellen der miR-100 fu¨r mTOR, Raptor, p85α, Akt2
sowie p110δ. Fu¨r Rictor wurden keine Bindungsstellen gefunden.
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